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DETECCION DE LA MARCHITEZ, BACTERIANA DEIL MAIZ, Pantoea
stewartii (Smith, 1898) Mergaert et al. 1993, EN EL VALLE CENTRAL DI
MEXICO Y REACCIONES DE PATOGENICIDAD EN SEIS GENOTIPOS

DE. MAiZ

Noemi Valencia-Torres, Ménica Mezzalama, CIMMYT Int., km 45 Carr. México-
Veracruz, El Batan, Texcoco, Edo. de México CP 56130; Santos Gerardo Leyva-Mir,
Universidad Auténoma Chapingo, Departamento de Parasitologia Agricola, km 38.5

Carr. México-Texcoco, Chapingo, BEdo. de México CP 56230; y Daniel P. Jeffers,

CIMMYT Int. Correspondencia; n.valencia@cgiar.org
RESUMEN

En los afios 2001 y 2002 se muestrearon plantas de maiz en 61 y 26 localidades,
respectivamente, del Valle Central de Meéxico, zona que abarca parte de los estados de
México, Hidalgo, Tlaxcala, Morelos, Puebla y Veracruz entre 1167 y 2811 msnm, para
detectar la presencia y la distribucién de 1a marchitez bacteriana de Stewart, causada por
la bacteria Pantoea stewartii. Las hojas de plantas con los sintomas tipicos de la
enfermedad se llevaron al laboratorio para ser analizadas con la prueba de ELISA
utilizando antisueros comerciales. En el 2001 el 43.5%, y en el 2002 el 78.6% de las
muestras recolectadas resultaron positivas a la bacteria con la prueba de ELISA. Estos
resultados indican que la enfermedad ests presente en forma esporidica en Meéxico,

como lo habfan reportado otros autores anteriormente.
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Ochenta y dos cepas de Pantoeq stewartii (Smith, 1898) Mergaert et al., 1993, agente de
la marchitez bacteriana de] maiz, fieron aisladas de hojas de plantas de maiz colectadas
en los estados de México, Puebla ¢ Hidalgo (Valle Central de México). Se inocularon en
dos genotipos de maiz clasificados como resistentes, dos clasificados como
medianamente resistentes y dos como susceptibles a 3 enfermedad, para determinar su
patogenicidad y su nivel de virulencia, comparados a ung cepa de referencia (P, stewarsis
29228 de American Type Culture Collection). Las pruebas de patogenicidad se llevaron
a cabo bajo condiciones de invernadero inoculando las tres hojas més jévenes de lag
plantulas 20 dias después de la siembra, utilizando un método de puncidn. Doce dias
después de la inoculacion s¢ efectué la evaluacién de los sintomas en las hojas
inoculadas utilizando 1a escala de evaluacién de 0 a 5. Los resultados muestran que las
reacciones de patogenicidad de las 82 cepas fireron estadisticamente diferentes en log 6
genotipos. El 100% de las cepas fueron patogénicas en log dos genotipos susceptibles y
en uno resistente, el 98.8% fueron patogénicas en los dos genotipos medianamente
resistentes v el 66.27% fueron patogénicas en un genotipo resistente. Los valores de
virulencia de las 82 cepas llegaron a 3.6 en [os genotipos susceptibles, a 2.7 on los
genotipos medianamente resistentes yal.5en los genotipos resistentes. Los valores de
virulencia de 1a cepa de referencia ATCC en comparacién con los valores de lag cepas
aisladas en las diferentes localidades del Valle Central de México fueron menores, pero
el patrén de reaccién de patogenicidad y virulencia fuc el mismo. Las reacciones de
patogenicidad de las 82 cepaé en los seis genotipos demuestran que existe poca
variabilidad entre lag cepas aisladas en las diferentes localidades del Valle Central de
Meéxico y se determing que no existe relacién entre I localidad de aislamiento de las

cepas y el nivel de viruleneia de cada una,
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Palabras claves adicionales: Marchitez bacteriana de Stewart, distribucién,

patogenicidad, virulencia.

DETECTION OF STEWART’S BACTERIAL WILT Pantoca stewartii (Smith,
1898) Mergaert et af., 1993, IN THE CENTRAL VALLEY OF MEXICO

AND PATHOGENICITY REACTIONS IN SIX MAIZE GENOTYPES

Noemi Valencia-Torres, Ménica Mezzalama, CIMMYT Int., km 45 Carr. México-
Veracruz, El Batan, Texcoco, Edo. de México CP 56130, Santos Gerardo Leyva-Mir,
Universidad Auténoma Chapingo, Departamento de Parasitologia Agricola, km 38.5
Carr. México-Texcoco, Chapingo, Edo. de México CP 56230; y Daniel P. Jeffers,

CIMMYT Int. Corresponding author: n.valencia@cgiar.org

ABSTRACT

In 2001 and 2002 maize plants were surveyed at sixty-one and twenty-six sites located
in the Central Valley of Mexico, respectively, which comprise the states of Mexico,
Hidalgo, Tlaxcala, Morelos, Puebla and Veracruz between 1167 and 2811 masl, for the
presence of Pantoea stewartii, the causal agent of Stewart’s wilt discase of maize,
Leaves of plants showing disease symiptoms were taken to the laboratory and analyzed
with ELISA test using commercial kits. Tn 2001, 43.5% of the collected leaf samples
reacted positively to the ELISA test, as did 78.6% of samples in 2002. These results

confirm that the disease is present in Mexico, as reported previously by other authors.
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Eighty two strains of Pantoea stewartii (Smith, 1898) Mergaert e al., 1993, causal agent
of Stewart’s wilt disease in maize, were isolated from maize leaves collected in the
States of Mexico, Puebla, and Hidalgo (Central Highlands of Mexico). These straing
were inoculated into two maize genotypes classified as resistant, two classified as
moderately resistant, and two classified ag susceptible to Stewart’s wilt to determine
their pathogenicity and their level of virulence compared fo a reference strain (7.
Stewartii 29228 from the American Type Culture Collection). The three youngest leaves
of 20-day-old seedlings were inoculated under greenhouse conditions using the pinprick
method. Twelve days after inoculation, disease symptoms were evaluated using a scale
from 0 to 5. Results showed that the 82 strains gave pathogenicity reactions statistically
different in the six genotypes. One hundred per cent of the strains were pathogenic on
the two susceptible genotypes and a resistant one; 98.8% were pathogenic on the two
moderately resis.tant genotypes, and 66.27% were pathogenic on the two resistant ones.
On the 0 to 5 scale, the 82 strains reached values of up to 3.6 in the susceptible
genotypes, 2.7 in the moderately resistant genotypes, and 1.5 in the resistant genotypes.
The reference ATCC strain showed lower values but with the same pattern of the
Mexican isolates according to genotype classification. The pathogenicity reactions of the
82 strains show there is little variability among strains isolated from the different sites. It
also demonstrated there is no correlation between the point of origin of the strain and its
level of virulence.

Additional keywords: Stewart’s wilt, distribution, pathogenicity, virulence.
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CAPITULOI

INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

Noemi Valencia-Torres, Monica Mezzalama, CIMMYT Int., km 45 Carr. México-
Veracruz, El Batén, Texcoco, Edo. de México CP 56130; Santos Gerardo Leyva-Mir,
Universidad Auténoma Chapingo, Departamento de Parasitologia Agricola, km 38.5
Carr, México-Texcoco, Chapingo, Edo. de México CP 536230; y Daniel P. Jeffers,

CIMMYT Int. Correspondencia: n.valencia@cgiar.org

LA PRODUCCION DE MAIZ EN MEXICO

El maiz constituye en la actualidad uno de los productos agricolas de mayor importancia
para México. Esta importancia se deriva del hecho de que el maiz es por tradicion base
de la alimentacion de la sociedad mexicana, realizdndose su produccion basicamente en
todos los estados de la Repiiblica, bajo diversas formas y procedimientos productivos
con diferentes grados de tecnificacién y utilizacién de una amplia variedad de semillas
(http://Www.siea.sagarpa.gob.mx/Puincaciones/Archivos/MaizQO—99.pdi‘).

En México la produccién de maiz se destina predominantemente al consumo humano, v
en menor medida se utiliza como alimento para el ganado en forma directa o es
canalizado a la industria de alimentos balanceados, principalmente para aves y cerdos
(http://www.siea.sagarpa.gob.mx/Publicaciones/ArchivosMai290-99.pdf).

A nivel nacional en el afio 2003 Ia superficie sembrada con maiz fue de 5 ,570,465.30 ha,
en el ciclo Primavera-Verano y bajo condiciones de temporal fue de 4,592,951.78 ha,

que representan el 42.74% del total de la superficie agricola. Tos principales estados



productores bajo condiciones de temporal son Chiapas, con una superficie sembrada de
560,585.73 ha, Pucbla con 438,634.00 ha y México con 407,731.52 ha
(http://www.siap.sagarpa. gob.mx/ar_comagri.html)

Entre los problemas fitosanitarios de mafz en México destacan las plagas vy
enfermedades ocupando un lugar prioritario en la relacién de factores que limitan la
productividad del cultivo, ya que cada uno de estos problemas puede por si solo ser la
causa de pérdidas en rendimiento que van desde bajos porcentajes hasta la pérdida total
de la cosecha, lo cual se refleja en la cosecha obtenida. Por esta razén enire ofras,
muchos productores han dejado de sembrar maiz, lo que tras como consecuencia una
considerable disminucién de la superficie sembrada y por ende de volimenes producidos
lo que origina 1a necesidad de importar granos de otros paises (SARH, 1992),

Entre algunas de las principales enfermedades del maiz se encuentran las pudriciones de
raiz v tallo causadas por Fusarium monili orme, F. graminearum, Pythium
aphanidermatum y Stenocarpella maydis; manchas foliares causadas por Phyllachora
maydis, Monograpella maydis, Puccinia polysora, P. sorghi, Curvularia lunata y C
pallescens; tizones foliares causados por Exserohilum turcicum y Bipolaris maydis v
marchitez bacteriana causada por Pantoea stewartii considerada de importancia
cuarentenaria de acuerdo a la NOM-018-FITO-1995 (SARH, 1992, Pataky, 1999 y

SAGARPA, 1996).

Pantoea stewartii (Smith, 1898) Mergaert et al. 1993

Taxonomia y Nomenclatura

La taxonomia de este patégeno fue discutida a lo largo de la primera mitad del siglo 20



hasta que D. W. Dye en 1963 propuso Erwinia stewartii como el nombre correcto. Antes
de esto la bacteria fue nombrada: Pseudomonas stewartii, Bacterium stewartii,
Aplanobacter stewartii, Bacillus stewartii, Phytomonas stewartii, Xanthomonas
stewartii y Pseudobacterium stewartii. Recientemente, la nomenclatura del genero
Erwinia ha sido modificado basandose en los enfoques quimiotaxondmicos y
moleculares; sin embargo, la complejidad taxonémica de este grupo no ha sido
completamente resuelta. El género Pantoea fue propﬁesto para algunas cepas del
complejo Erwinia herbicola — Enterobacter agglomerans, incluyendo E. stewartii,
Miembros del género Pantoea forman un taxén homogéneo; sin embargo, la separacin
de este grupo de otras especies de Erwinia no esta completamente soportado por algunos
enfoques, tales como el analisis sccuencial 165 RNA. Asi el patégeno continua
refiriéndose por los dos binomiales en Latin, Pantoea stewartii y Erwinia stewartii
(Pataky, 2003). En el desarrollo de este estudio se ha tomado la decisién de referirse al

patdgeno como Pantoea stewartii.

Morfologia

P. stewartii es una bacteria anaerébica facultativa, gram-negativa, no flagelada, en forma
de bastdén, que no forma esporas, que no es mévil y que mide aproximadamente 0.4 a 0.8
x 0.9 a 2.2 mm. El medio de cultivo de crecimiento afecta el color de las colonias yel
crecimiento mismo. Las colonias en agar extracto de levadura-dextrosa-carbonato de
calcio son amarillas y convexas mientras en agar nufritivo y glucosa son de color
amarillo-crema a amarillo-naranja (Bradbury, 1967, Pepper, 1967). La patogenicidad de
P. stewartii esta relacionada a la produccién de polisacaridos extracelulares que

contribuyen a la oclusién de los vasos del xilema y al desarrollo de los sintomas de



marchitez (Pataly, 2003).

Hospederos

La especie Zea mays es el hospedero primario de p. stewartii. Ia bacteria también ha
sido aislada del teocintle (Zea mexicana) y del pasto gamma del oriente (Tripsacum
dactyloides). Plantas de muchos géneros (Agrostis, Panicum, Poaq, Setaria, Triticum)
pueden ser inoculadas artificialmente con P. stewarti; ¥ pueden servir como hospederos

secundarios débiles (CABL, 2003).

Distribucion geografica

Esta enfermedad fue reportada por primera vez en 1897 en Estados Unidos, donde se
considera endémica (Claflin, 1999), Y su presencia ha sido confirmada cn Austria,
Brasil, Bolivia, Canada, Costa Rica, India, México (distribucién restringida), Puerto
Rico, Guyana y Peri. La enfermedad ha sido erradicada en China, Federacién Rusa,
Grecia, Ttalia, Malasia, Polonia, Rumania, Tailandia v Vietnam (Anonimo, 1983; CMT,
1987).

La marchitez bacteriana puede ocurrir en una amplia gama de condiciones ambientales,
el clima afecta Ia supervivencia del insecto vector (Chaetocnema pulicaria)
Melscheimer, pero no parece tener un impacto substancial en [a bacteria. En América del
Norte, la marchitez bacteriana 1o §¢ presenta usualmente en areas donde 13 temperatura
media diaria de invierno es inferior a -3°C, porque su vector, no sobrevive bajo estas
condiciones (Stevens y Haenseler, 1941),

En México se detectd por primera vez en 1937 por Elliot (Elliot, 1938) quien realizé

aislamientos de hojas con sintomas de marchitez bacteriana recolectadas en Orizaba y



Jalapa, (Veracruz) y quien también repor{d la preéencia del vector C. pulicaria. En 1967
algunos hibridos de maiz (H-28 y H-129), fueron atacados por un patdgeno en el Valle
de Toluca, en las localidades de Almoloya de Juarez, Villa de Allende, Villa Victoria,
Zinacantepec, Toluca, Lerma, Tenango del Valle, Capulhuac y Tianguistenco. Dicho
patégeno, que resulté ser una bacteria parecida a P. stewartii, causé necrosis en las hojas
y pudricién del tallo y destruyé hasta un 40% y afecté un 89% de las plantas en algunas
zonas de cultivo de Toluca, México (Fucikovsky er al., 1972),

Debido a que hubo una alta incidencia durante los primero afios de la década de 1970, en
1975 Cabrales y Fucikovsky, realizaron aislamientos de tallos y hojas de plantas
infectadas, prucbas de patogenicidad y reaccion de hipersensitibidad, procediendo a la
identificacién del patégeno mediante las pruebas de caracteristicas fisiolégicas y
morfoldgicas, identificando al organismo causal como P. Stewartii. En un estudio
realizado en 1997 también se reporta su presencia en siembras de maiz en Texcoco,
México; confirmando en 1998 por medio de un muestreo en lo estados de Tlaxcala,
México, Veracruz, Hidalgo, Morelos, Oaxaca, Puebla y Michoacén que la bacteria
estaba distribuida en cuatro localidades de Tlaxcala, tres localidades de Puebla y dos de

Hidalgo (Avila et al., 1999).

Biologia y Ecologia

a) Trﬁnsmisic’m Y supervivencia. F.C. Stewart en 1897 sugirié que la bacteria es
diseminada por semilla, pero no fue hasta 1923 que F.V. Rand y Lillian Cash detectaron
a la pulga saltona, C. pulicaria, como el principal vector responsable de la dispersién de
la enfermedad en la fase de tizén de la hoja. La capacidad del patégeno para sobrevivir

durante ¢l invierno en el vector antes que en semilla fue establecido por F. W, Poos y



Charlotte Elliot en 1934 (Pataky, 2003).

P. stewartii sobrevive primeramente en dos organismos, el maiz y la pulga saltona del
matz, C. pulicaria (Pataky, 2003). Generalmente es aceptado que C. pulicaria
proporciona el medio de hibernacion y transmisién del patégeno (Pepper, 1967) v no se
conocen ejemplos de dispersién y presencia de la bacteria en ausencia del insecto.
Aunque la enfermedad ha sido reportada con poca frecuencia en varias partes del
mundo, no ha sido establecida fuera de la region de Norte América donde esta presente
la pulga saltona (Pataky, 2003), sin embargo, pueden ocurrir brotes de la marchitez
bacteriana en otras dreas, tales como el Valle del Po en Ttalia, donde C pulicaria no se
presenta (Anonimo, 1983).

En los Estados Unidos la marchitez bacteriana es endémica en la faja media de Ia costa
del Atlantico, en la regién de la rivera del Valle de Ohio y en la porcién sur del
“cinturén maicero”, su presencia en otros estados del oriente, medio occidente y
porciones de Canad4 coinciden con la presencia de la pulga saltona; P. stewartii
sobrevive en el tracto alimenticio de la pulga saltona. Estos insectos emergen de su
hibernacién en la primavefa cuando la superficie del suelo alcanza temperaturas de
alrededor de 18 a 21°C. Las pulgas saltonas se alimentan en plantas jévenes de maiz y
transmiten P. stewartii. La bacteria es incapaz de diseminarse de planta a planta sin este
vector. Aunque la bacteria esta presente en el material regurgitado y en las heces de C.
pulicaria, el método mas probable de infeccidn parece ser por contaminacién fecal en
las heridas causadas al momento de la alimentacién (Pataky, 2003). Después de la
infecci6n inicial, la bacteria se mueve en el xilema de las plantas. La severidad de la
infeccion y el grado relativo de resistencia o susceptibilidad de una planta esta asociada

con el movimiento deniro de la planta de P. stewartii. En genotipos con reacciones



altamente suscepfibles la infeccion es sistémica v P. stewartii puede ser aislada de
tejidos a lo largo de toda la planta, incluyendo semilla; en aquellas con reacciones
resistentes, la bacteria usualmente es restringida a tejidos cerca del sitio de infeccién, por
ejemplo, las heridas que se causan al momento de alimentarse los insectos (Braun,
1982).

En los Estados Unidos, se puede predecir la presencia de la marchitez bacteriana con
base al promedio de la temperatura diaria en diciembre, enero y febrero, la cual afecta la
supervivencia de C. pulicaria. Si la temperatura promedio diaria durante este periodo es
superior al congelamiento, la pulga saltona sobrevive y es probable que la marchitez
bacteriana sea severa en hibridos susceptibles. Si la temperatura promedio diaria es
menot de -3°C es menos probable que las pulgas saltonas sobrevivan ¥ que la marchitez
bacteriana sea severa (Esker y Nutter, 2002),

Dos o mas generaciones de verano de la pulga saltona se desarrollan durante a estacidn
de crecimiento del cultivo del maiz. La primera generacién de verano se presenta a
mediados de junio y una segunda generacién ocurre 4 a 6 semanas después. Los dos
ciclos de infeccién de la marchitez bacteriana coinciden con las poblaciones pico de la
pulga saltona. El primer ciclo de la marchitez bacteriana es el mas dafiino porque las
plantulas son infectadas por P. stewartii que es transmitida por las generaciones
hibernantes de la pulga saltona, ocasionando la presencia de infeccidn sistemica y
marchitez. El segundo ciclo de infeccién ocurre cuando la bacteria es transmitida por la
primera generacién de verano del insecto. Bl segundo ciclo de infeccién usualmente
causa la fase de tizén de la hoja, pero puede ocasionar Ia marchitez de plantulas en
cultivos de maiz dulce tardio. Generaciones subsiguientes de la pulga saltona adquieren

a la bacteria de plantas infectadas y son la poblaciones que hibernan e infectan los



cultivos el siguiente afio (Pataky, 2003). Estas obscrvaciones proveen la evidencia de
que la pulga saltona es el finico vector de importancia epidemiolégica (Pepper, 1967).
Aunque P. stewartii puede ser transmitida por semilla, Ia transmisién por semilla Jjuega
un papel insignificante en la epidemiologia de la marchitez bacteriana en dreas donde Ia
enfermedad es endémica. Fuera de América del Norte, cerca de 60 pafses tienen
restricciones cuarentenarias en semilla de maiz para prevenir la introduccién de P
stewartii (Pataky, 2003), como sucede en México de acuerdo a o NOM-018-FITO-1995
(SAGARPA, 1996).

St en las plantas productoras de semilla se produce una infeccién sistemicamente
durante la fase de marchitez de plantula, la semilla puede ser infectada con P. stewartis,
Si la fase de tizén de hoja de la marchitez bacteriana ocurre peto las plantas productoras
de semilla no son infectadas sistemicamente, la transmisién por semilla es
extremadamente improbable. Algunas de las investigaciones en transmisién de P.
stewartii en la primera mitad del siglo 20 no consideraron las reacciones de las plantas
productoras de semilla y/o la presencia de vectores, y ademés los porcentajes de‘
transmisién por semilla fueron sobreestimados por cerca de 60 afios. En investigaciones
recientes de transmisién de planta a semilla y de semilia a plantula, los porcentajes de
transmisién en semilla parecen ser 1 en 50,000 para semilla producida de plantas
susceptibles ¢ infectadas sistemicamente y 1 en 20,000,000 para semilla producida en
plantas resistentes con sintomas en la fase de tizén de la hoja (Pataky, 2003).

Semiila de plantas infectadas transmiten el patdgeno a plantulas en un porcentaje de
10.6% en placas de agar (Frutchey, 1936) y 13% en suelo en invernadero en ausencia de
otras fuentes de inéculo (Rand y Cash, 1933). No hubo transmision por semilla, cuando

la semilla fue obtenida de plantas inoculadas y con menos de 36% de incidencia de



infeccién en semilla. Cuando las semillas fueron infectadas mas severamente (36-71%)
el porcentaje de transmisién fue de 0 g 0.00754%. Para semillas infectadas naturalmente
con una incidencia de 35% la transmisién bajo condiciones de invernadero no se detecto,
pero se encontré una plantula infectada de 8127 probadas en semillas con 9% de
incidencia de infeccidn (McGee, 1996).

b) Fisiologia y virulencia. Las poblaciones del patégeno se incrementan en porcentaje
similar en las hojas de hospederos resistentes ¥y susceptibles. Cuando las hojas de plantas
en la etapa de floracién son inoculadas con P. stewartii las lesiones se expanden tres a
cuatro veces mas rapido en plantas susceptibles que en resistentes. Los poros de las
membranas (pit) llegan a cubrirse con up material parecido a un exopolisacarido
bacteriano mientras las poblaciones del patégeno permanecen muy bajas en los vasos.
Muchos vasos llegan a ocluirse totalmente con células bacterianas y los exopolisacaridos
como poblaciones de P. stewartii se incrementan. La produccién de exopolisacaridos y
la virulencia estin correlacionados. La stutesis de polisacarido capsular y la virulencia
en P. stewartii parecen requerir una proteing regulatoria “quérum-sensing”, Una
aglutinina bacteriana fue extraida de semilla de mafz molida y las actividades de esta
aglutinina fueron estimadas para 22 cepas de P. stewartii variando en virulencia. La cual
ha sido estudiada en cepas de 2, stewartii extensivamente a nivel molecylar (Bradshaw-
Rouse et al., 1981).

En comparacién a otras bacterias, P. stewartii parece ser un organismo relativamente
homogéneo que se ha adaptado para sobrevivir en el maiy, y la pulga saltona, C
pulicaria. Por ocupar estos dos nichos especializados, las poblaciones de P. Stewartii
han sido seleccionadas por su mayor similitud que otras especies de Erwinia no

cspecialistas, tales como E. herbicoly Y E. carotovora, las cuales so encuentran



distribuidas en la naturaleza y son mucho més diversas fenotipicamente que P. stewartii
(Pataky, 2003).

Ciento veinticuatro aislamientos de P. Stewartii originados de maiz dulce o de pulgas
saltonas colectados en los estados del noreste, medio oeste y medio Atlantico de los
Estados Unidos tienen perfiles metabdlicos homogéneos en un 93% de similitud. Dos
tercios de los aislamientos formaron 18 grupos  scparados con el mismo perfil
metabélico, mientras que un tercio tuvo distintos perfiles. Esta homogeneidad fenotipica
fue interpretada como una indicacién de que el patégeno ha sido perfilado para
sobrevivir en particular en Zeqg mays 'y C. pulicaria, debido a que Tas infecciones 1o son
severas en otros hospederos y P. stewartii no es transmitido eficientemente por otros
vectores (Wilson et al., 1999).

¢) Incidencia. La relacién entre Ia severidad de infeccion de las plantas y la infeccién de
granos ha sido investigada. No se detectd infeccidn en semillas cuando 1a infeccidn de
hoja fue de 0.5 y 10%: incidencias bajas de infeccién en semilla, 0.2, 0.7 y 1.8% fueron
detcctadas en plantas con 25, 35 y 50% de infeccidn, respectivamente (CABI, 2003).

En un estudio de la relacién entre infeccién foliar e infeccién de semilla en 77 genotipos
de maiz, los resultados muestran que se detectd frecuentemente semilla infectada con P.
stewartii solamente en plantas con 25% o més de tejido foliar necrético y no se detecto
P. stewartii en semilla obtenida de plantas con infeccién foliares desde muy leve hasta
un 2% de severidad y tampoco se detecté en aquellas con un porcentaje de severidad del
6 al 14%, mientras que en plantas con 15 a 25% de severidad se detectd a la bacteria en
semilla. La mds alta incidencia de semilla infectada por P. stewartii fue de 2.1% Y se
obtuvo en semillas provenientes de plantas con menos del 50% de tejido foliar necrético

(Block et al., 1999).
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En un estudio similar, plantas de 20 hibridos de maiz dulce y ocho maices dentados
fueron inoculados semanalmente en la etapa de crecimiento de la tercera a la decima
hoja y P. stewartii fue recuperada solamente de semilla producida en plantas con
sinfomas sistémicos de marchitez (Khan et al., 1996).

Recientemente se determiné el papel de Ia resistencia en la transmisién de P. stewartii
de planta a semilla. Para hibridos clasificados como resistentes, sc estima que la
infeccién de grano fue de 0.024 y 0.0007% en 1998 y 1999, respectivamente, Para
hibridos con reacciones moderadas a la marchitez bacteriana, se estima que la infeccién
del grano fue de 0.19 y 0.07% en 1998 ¥ 1999, respectivamente. Para hibridos con
reacciones susceptibles, se estima que la infeccién del grano fue de 11.6 y 7.8% en 1998

y 1999, respectivamente (Michener ez al., 2002b),

Sintomas

La marchitez bacteriana ocurre en dos fases. Una afecta plantas jévenes, las cuales son
infectadas de forma sistémica. Por lo general estas plantas se marchitan rapidamente y
pueden confundirse con sintomas de sequia o dafios por insectos. Las hojas presentan
lesiones lineales de color verde palido a amarillas con margenes irregulares u ondulados,
paralelas a las venas y se pueden extender a io largo de la hoja. Estas lesiones se secan
rapidamente volviéndose de color café. En ataques severos pueden presentarse dafios en
tallos, caracterizados por cavidades en la meédula de los nudos inferiores, cerca de la
linea del suelo. La bacteria coloniza el sistema vascular y puede diseminarse a través la
planta (Claflin, 1999).

La segunda fase y més comiin de esta enfermedad es un tizén de la hoja, usvalmente

visible después de la floracién. Las lesiones en las hojas son de color verde palido a
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amarillo verdoso y desarrollan como lineas a lo largo de las venas, usualmente se
originan desde el sitio de alimentacién de los vectores primarios de la enfermedad en el
campo. Si la enfermedad es severa las hojas completas pueden morir y secarse
prematuramente quedando expuestas al ataque de hongos en tallo y raiz, sin embargo, Ia
fase de tizon de la hoja no es tan grave como la fase de infeccidn sistemica en plantulas
la cual destruye completamente a las plantas (Claflin, 1999),

En ambas fases de la enfermedad, Ta infeccién ocurre cuando el tejido de las plantas es
herido durante la alimentacién de la pulga saltona del maiz (C. pulicaria) (Pataky,
2603).

Los sintomas iniciales de esta enfermedad en hojas son similares para la fase de tizén de
la hoja ¢ infeccidn sistemica en la pléntula. El tejido de las hojas alrededor de Ia herida
que s¢ causa por la alimentacién de la pulga saltona inicialmente es acuoso, Después de
la infeccidn inicial un estriado lineal de verde palido a amarillo con margenes irregulares
u ondulados se desarrollan paralelos a las venas de las hojas. Estas lesiones pueden
extenderse a lo largo de la hoja en cultivares susceptibles. Con la edad el tejido acuoso y
clorético llega a ser necrético. Si la infeccidén es sistémica, sintomas bien definidos
aparecen en hojas nuevas emergiendo del punto de crecimiento de la planta. La
inflorescencia puede ser blanquecina debido a 1a muerte prématura. La bacteria se
distribuye a través del sistema vascular de plantas infectadas sistemicamente y
ocasionalmente infecta granos. En cultivares resistentes, los sintomas usualmente son
limitados de 2 a 3 cm alrededor de g herida donde se alimenta la pulga saltona. Una
serie de reacciones a la marchitey, bacteriana ocurren entre diferentes lineas de mafz. Si
la infecci6n ocurre cuando las plantulas estén emergiendo, el tallo principal puede morir

dando como resultado un amacollamiento anormal. Sin embargo esto no ha sido
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demostrado experimentalmente, la muerte de] tallo principal resulta probablemente de la

infeccion del punto de crecimiento cuando la pulga saltona transmite P Stewartii

tizén en plantula, El tejido clorético o necrdtico puede extenderse 2 lo largo de las hojas,
o los sintomas pueden ser limitados a unos pocos centimetros dependiendo de 1a
resistencia o susceptibilidad del cultivar. La muerte prematura de hojas debido a la
marchitez bacteriana puede predisponer el debilitamiento de la planta a la pudricién del
tallo resultando en rednccign de rendimientos (Pataky, 2003).

Dafios por sequia y dafios por insectos (Claflin, 1999) pueden producir sintomag en
hojas que son similares a log de la marchitez bacteriana, Si embargo un simple examen
del tejido de 1a hoja en el microscopio para observar e flujo bacteriano puede ficilmente
diferenciar la marchitez bacteriana de otros desordenes con sinfomas similares (Pataky,

2003).

Importancia
En campos de mafz, las pérdidas de rendimiento debido g la marchitez bacteriana han

sido de poca importancia en Norte America en los pasados 50 afios, €xcepto por un

€n campos de mafz es primeramente debido a los adecuados niveles de resistencia

incorporados en los hibridos de maiz dentado que son producidos donde la enfermedad



notables pérdidas econdmicas, particularmente durante epidemias a principios de los
1930°s (Pataky, 2003).

Las pérdidas de rendimiento en mafz dulce debido a a marchitey, bacteriana dependen de
los niveles de resistencia o susceptibilidad de los hibridos ¥ de la etapa de crecimiento

en la cual las plantas son infectadas, por tanto, las pérdidas econdmicas debido a 1a

saltona se presenta (Pataky, 2003) y la infeccion sistémica de cstos hibridos ocasiona
una reduccion del peso y tamafio de mazorca y en algunos casos no se producen
mazorcas (Suparyono y Pataky, 1989; citados por Michener ef ai., 2002a).

El rendimiento no es afectado adversamente o lag pérdidas son minimas en hibridos
resistentes y moderadamente resistentes; sin embargo, ocurren perdidas frecuentemente
de 40 a 100% cuando hibridos de maiz dulce susceptibles se producen ¥ se presenta una
¢pidemia de la bacteria, infectando las plantulas antes de a etapa de la quinta hoja. Las
perdidas de rendimiento en maiz dulce estdn relacionadas a la infeccién sistémica. )
rendimiento es reducido alrededor de 0.8% por cada 1% de incidencia de plantas
infectadas sistemicamente como plantulas (Pataky, 2003).

Pataky, 1988 y Suparyono, 1989 determinaron que el rendimiento de hibridos
susceptibles 0 moderadamente susceptibles es reducido substancialmente cuando las
plantulas son infectadas sistemicamente como resultado de inoculacién o infeccién
natural antes o aproximadamente en la etapa de la séptima hoja. Si los hibridos son
infectados en la elapa de la séptima a Ia novena hoja o después, el rendimiento no se
reduce mucho (Suparyono, 1989). El rendimiento de hibridos resistentes o

moderadamente resistentes es afectado menos adversamente (menos del 5.6% v entre 5.6
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y 11.1% respectivamente) que el rendimiento de hibridos susceptibles (mayor del
13.9%) a pesar de Ia etapa de crecimiento en la cual las plantas son infectadas,
primeramente porque los hibridos resistentes son infectados sistemicamente con menos
frecuencia que los hibridos susceptibles (Suparyono, 1989 y Pataky, 1988).

El efecto en la calidad de la semilla se refleja en la semilla cosechada de mazorcas
severamente infectadas que con frecuencia son deformes, chupadas y decoloradas, y con
bajos niveles de germinacién (Pepper, 1967),

El efecto mas importante de 1z marchitez bacteriana puede ser que tiene un impacto
econdmico en el comercio de semilla esto debido a las regulaciones fitosanitarias y/o a
los costos adicionales por inspecciones fitosanitariag antes de las exportacién, como
sucede en México que es considerada una enfermedad de importancia cuarentenaria de
acuerdo a la Norma Oficigl Mezxicana NOM-018-FITO-1995 (SAGARPA, 1996),
También crea costos indirectos cn la produccién de semilla porque los recursos son
usados para producir maiz resistente a la marchitez bacteriana y desarrollar hibridos que

controlen la enfermedad eficientemente (Pataky, 2003).

Métodos de diagnéstico

Un método simple para confirmar la diagnosis de la marchitez bacteriana de hojas con
sintomas es observar con ayuda de un microscopio el flujo bacteriano de] haz vascular
en cortes del tejido de Ia hoja colocados en una gota de agua. Con la prueba de
inmunoabsorcién enzimatica (ELISA) basada en un antisuero policlonal se puede
detectar P. stewartii en tejido de plantas infectadas, semilla y en el insecto vector (¢
pulicaria (Lamka et al., 1991),

Con el uso del medio de nigrosina selectivo pata P. stewartii, los aislamientos deben ser
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imcubados a 30°C durante 5 a 7 dias ¥ las colonias son circulares, ligeramente convexas,
lisas y brillantes; ademas, manifiestan un caracteristico centro pigmentado de Negro v un

amplio margen transparente (Guo et al, 1982).

pero no tiene licuefaccién. No reduce nitratos a nitritos ¥ no produce sulfuro de

hidrégeno (Bradbury, 1967).

Control

media de esie periodo es superior al congelamiento, C. pulicaria hiberna y la marchitez
puede presentarse. Si Ia media es inferior a -3°C, pocas pulgas saltonas sobreviven yla
marchitez probablemente 1o 8¢ presente. Los productores utilizan esta informacién de
prediccién cuando deciden sembrar variedades de maiy, susceptibles o resistentes a Ia
marchitez y si no aplican la adecuada medida de control tal como ] tratamiento a la

semilla con insecticida (Munkvold ez af., 1996),
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movimiento de P. stewartii en el sistema vascular de lag plantas e impide que las plantas

se infecten sistemicamente, Ademas, los niveles de resistencia o susceptibilidad en un

plantas con sintomas leves de marchitez bacteriana (Pataky, 2003).

¢) Control quinico. En algunas situaciones, los productores prefieren sembrar hibridos
con reacciones moderadas o susceptibles a la marchitey bacteriana porque estos hibridos
tienen otras caracteristicas importantes, Por gjemplo, muchos productores de mafz dulce
para mercado en fresco siembran hibridog de madurez temprana que son moderadamente
susceptibles o susceptibles a la marchitez bacteriana, pero se pueden cosechar temprano
cuando los precios son altos. En esta situacién, la marchitez, bacteriana se puede mangjar
controlando la pulga saltona, F] tratamiento de la semilla antes de la siembra con

insecticidas (p.e. clothianidin, imidacloprid, thiamethoxam) puede proteger a las plantas

En experimentos de campo durante 1975 y 1976, parcelas de maiz sembradas con
hibridos  susceptibles y lratadas con carbofyran para  controlar al vector,
consistentemente tuvo pocas plantas con sfntomas de P Stewartii comparado con

parcelas no tratadas (Ayers et al, 1979). Carbofuran bandeado sobre las hileras e
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incorporado en la plantacidn reduce substancialmente Ja alimentacién de C pulicaria y
por lo tanto 1a incidencia de la marchitez bacteriana (Heichel ef af., 1977).

En algunas 4reas de Estadog Unidos donde 1a marchitez bacteriana es endémica, la
meidencia de la infeccidn sistémica ha sido reducida del 50 al 85% por controlar la
pulga saltona con aplicaciones de tratamiento a la semilla con insecticidas tales como
imidacloprid, thiamethoxam y clothianidin, Bl tratamienio a la semilla con insecticidas
también puede ser usado para reducir el establecimiento de Stewartii en 4reas donds la
bacteria puede ser introducida en semilla (Munkvold ef al., 1996},

d) Semilla libre de la enfermedad. La semi]ly infectada no tiene mucha importancia en

la epidemiologia de ]a marchitez bacteriana en 4reas donde la enfermedad es endémica;

(Pataky, 2003).

La produccién de semilla cn areas donde la marchitez bacteriana no se presenta asegura
que P. stewartii no se introduzca en Ia semilla, ademdis las inspecciones de campos de
produccién de maiz puede proveer una declaracién adicional de cuales semillas no
contienen P. stewartii, Si las plantas productoras de semilla no son infectadas
sistemicamente, la probabilidad de introducir P, stewarti; en semilla es cercana g cero,
sin embargo, si algunas plantas son infectadas sistemicamente, se pueden usar pruebas
de sanidad de semilla como la prueba de ELISA que ha sido aprobada por el Sistema
Nacional de Sanidad de Semillas (USDA) siempre y cuando se realice Con una muestra

representativa de semilla para ascgurar que la probabilidad de infeccidn de la semilla
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con P. stewartii sea baja y de aceptable umbral (Pataky, 2003),.

e) Control biolégico. Para P, Stewartii no se ha desarrollado adecuadamente ¢l uso del
control bioldgico. Un bacteriofago de P. stewartii fue aislado de C pudicaria y
parcialmente caracterizado de acuerdo al rango de hospederos (Woods er al., 1981).
Debido a que P. stewartii se cncuentra cuarentenada en México de acuerdo a la Norma
Oficial Mexicana NOM-018-FITO-1995 (SAGARPA, 1996) y debido a que existen
reportes de Cabrales y Fucikovsky (1975) v Avila et af. (1999) de la presencia de la
bacteria en México se plantean para este trabajo los objetivos siguientes: 1. Confirmar la
presencia de P. stewartii en el Valle Central de México, 2, Determinar si las cepas de P,
stewartii aisladas en las diferentes localidades del Valle Central de México (Valencia-
Torres et al., 2004) son patogénicas, 3. Estudiar si existe alguna diferencia de virulencia
en seis genotipos de maiz enire las cepas aisladas, en comparacion con la cepa de

referencia 29228 de P. stewartii de American Type Culture Collection (ATCC,

Www.atce.org).
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CAPITULO 11
DETECCION DE I.A MARCHITEZ BACTERIANA DEL MAIZ, Pantoea
Stewartii (Smith, 1898) Mergaert et al., 1993, EN EL VALLE CENTRAL DE

MEXICO!
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RESUMEN

En los afios 2001 ¥y 2002 se muestrearon plantas de maiz en 61 Y 26 localidades,

respectivamente, del Valle Centra] de México, zona que abarca parte de los estados de

México, Hidalgo, Tlaxcala, Puebla y Veracruz enire 1167 y 2811 msnm, para detectar la

comerciales. En el 2001 e] 43.5%, vy en el 2002 el 78.6% de las muestras recolectadas

resultaron positivas a la bacteria con la prueba de ELISA. Estos resultados indican que 1a

L Valencia-Torres, N., M. Mezzlama, 8.G. Leyva-Mir, yD.P, J effers, 2004, Revista Mexicana de
Fitopatologfa 22:308-314
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enfermedad esta presente en forma esporadica en Meéxico, como lo habian reportado
otros autores anteriormente,

Palabras claves adicionales: Marchitez bacteriana de Stewart, distribucién.

ABSTRACT

In 2001 and 2002 maize plants were surveyed at sixty-one and twenty-six sites located
in the Central Valley of Mexico, respectively, which comprise the states of Mexico,
Hidalgo, Tlaxcala, Morelos, Puebla and Veracruz between 1167 and 2811 masl, for the
presence of Pantoeq stewartii, the causal agent of Stewart’s wilt disease of maize.
Leaves of plants showing disease symptoms were taken (o the laboratory and analyzed
with ELISA test using commercial kits, In 2001, 43.5% of the collected leaf samples
reacted positively to the ELISA test, as did 78.6% of samples in 2002. These results
confirm that the disease jg present sporadically in Mexico, as reported previously by
other authors.

Additional keywords: Stewart’s wilt, distribution.

INTRODUCCION

La marchitez bacteriang del maiz, también llamada enfermedad de Stewart, bacteriosis o
marchitez bacteriana es causada por Pantoea stewartii (Smith, 1898) Mergaert et al,
1993 syn. Erwinia stewartis (Smith, 1898). Es considerada una enfermedad de

importancia Cuarentenaria por ser transmisible por semilla, en México esi4 regulada por
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la Norma Oficial Mexicana NOM-018-FIT0-1995 (SAGARPA, 1996). Otros 60 pafses
del mundo requieren que la semilla de maiz sea certificada como libre de P. stewartsi
antes de permitir su importacién (Block e al., 1998). La enfermedad puede presentarse
en diferentes ctapas de desarrollo de la planta de maiz (Pepper, 1967) v generalmente
ocurre en dos fases. En la primera, las plantulas se infectan de forma sistémica y se
marchitan ripidamente, manifestando sintomas que pueden confundirse con los de
sequia, deficiencia nutricional o dafio por insectos (Claflin, 1999). La segunda fase de
esta enfermedad se manifiesta como tizén de la hoja y es m4s comtn. Las lesiones en las
hojas son de color verde palido a amarillo verdoso y se desarrollan como lineas a lo
largo de las venas; usualmente se originan en el sitio de alimentacion de los vectores
primarios de la enfermedad en ¢l campo. Si la enfermedad es severa, las hojas completas
pueden morir y secarse prematuramente, quedando expuestas al ataque de hongos en
tallo y raiz; sin embargo, la fase de tizén de lg hoja no es tan grave como 1a fase de
infeccién sistemica en plantulas, la cual destruye completamente las plantas (Claflin,
1999),

Esta enfermedad es diseminada también por insectos. En el campo la propagan
coledpteros, comunmente llamados “pulgas saltonas” y “diabréticas”, de las especies
Chaetocnema pulicaria Melscheimer, C. denticulasq Lliger, Diabrotica undecimpuntata
Howardi Barber, Hylemya cilicrura Rondani, Agriotes mancus Say y Phyllophaga sp. C.
pulicaria es la especie mas importante porque la bacteria sobrevive dentro del cuerpo del
insecto en ¢l invierno y se ha corroborado que es el vector mas significativo desde del
punto de vista epidemiolégico (Esker y Nutter, 2002 y 2003). En la primavera, los
adultos diseminan la bacteria al alimentarse de las plantas de maiz y otros pastos que

pueden ser hospederos secundarios del patégeno. Dado que varias generaciones de C,
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pulicaria son producidas durante la ctapa de crecimiento de las plantas de maiz, la
severidad de la enfermedad est directamente relacionada con log niveles de poblacién
de estos coledpteros (Claflin, 1999). Stewart (1897) y Smith (1909), citados por CABI
(2003), proporcionaron pruebas de Ia transmisign por semilla al lograr desarroliar Ia
enfermedad en plantas producidas en campo e invernadero a partir de semilla
proveniente de plantas infectadas. Fn trabajos sucesivos, se encontré que semillas de
plantas infectadas trasmitieron el patdgeno a las plantulas en un 10.6% al ser sembradas
en cultivo en agar v en un 13% en condiciones de inveradero en ausencia de ofras
fuentes de indeulo (Frutchey, 1936). Pese a que uo se ha demostrado atin la transmision
de P. stewartii por semilla en condiciones‘ de campo (Khan er al, 1996; Block et al.,
1998; Claflin, 1999), s¢ considera que la marchitez bacteriana puede causar problemas
en la produccion de semilla Y provoca pérdidas de produccién,

Esta enfermedad fue reportada por primera vez en 1897 en Estados Unidos, donde se
considera endémica (Claflin, 1999, CABI 2003), y su presencia ha sido confirmada en
Austria, Brasil, Bolivia, Canad4, Costa Rica, Guyana, India, México (distribucién
restringida), Perd y Puerto Rico (CABI, 2003). La enfermedad ha sido erradicada en
China, la Confederacién Rusa, Grecia, Italia, Malasia, Polonja, Rumania, Tailandia y
Vietnam (CABI, 2003). En México se detects por primera vez en 1937 por Elliot (Elliot,
1938), quien realizé aislamientos de hojas con sintomas de marchitez bacteriana
recolectadas en Orizaba y Jalapa, (Veracruz) quien también reports la presencia del
vector C. pulicaria. Bn 1967, algunos hibridos de maiz fueron atacados por un patégeno
en el Valle de Toluca, en las localidades de Almoloya de. Judrez, Villa de Allende, Villa

Victoria, Zinacantepec, Toluca, Lerma, Tenango del Valle, Capulhuac y Tianguistenco.
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Dicho patégeno, que resulté ser una bacterig parecida a P. stewartii, canss necrosis en
las hojas y pudricién del tallo, y destruyé hasta un 40% de las plantas en algunas zonas

de cultivo (Fucikovsky er al., 1972). Debido a que hubo una alta incidencia de esta

MATERIALES Y METODOS

Se realizé la busqueda de plantas cop sintomas similares a Jog ocasionados por P\.
stewartii en el Valle Central de México, especificamente en los estados de Hidalgo,
México, Morelos, Puebla, Tlaxcala y Veracruz. Se tomg como referencia para realizar
los recorridos ] reporte de Jeffers y Veldzquez (1997). Los muestreos se efectuaron en
diferentes localidades en los meses de julio Y agosto de los afios 2001 ¥ 2002 (Figura 1 y
2). Se registraron lag coordenadas geograficas de cada localidad muestreada, utilizando
el Sistema de Posicionamiento Global (Garmin ® GPS38 Personal Navigator). En los
muestreos se seleccionaron plantas que presentaban sintomas similares a log ocasionados

por P. stewartij, segun lo descrito por Claflin (1999). B] nimero de hojas recolectadas
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por localidad fue variable (de 1a43 hojas), dependiendo de 1a frecuencia de plantas con
sintomas que se encontraban en el campo. Las muestras de hojas se mantuvieron a baja
temperatura colocandolas en una hielera durante el trayecto del drea de recoleccién al
laboratorio, donde fueron sometidas a la prucha de Inmunoabsorcién enzimatica
(ELISA) (Blakemore, 1999) utilizando los antisueros para la deteccion de P. stewartii
producidos por AGDIA® (www.agdia.com) y el protocolo sugerido por la misma
compafiia, Cada placa de ELISA incluyd las muestras, un testigo negativo, uno positivo
¥ un control con bifer de extraccién, colocados en dos Pozos contiguos que
representaron dos repeticiones. Para la lectura de placas se utilizé un lector de
microplacas marca Dynatech® MR 700, con filtro de 405 nm. Se considers positiva una
muestra cuando el promedio dej valor de la absorbancia de los dos pozos que la
contenian era tres veces mayor que el promedio de los pozos que contenian el conirol

negativo.

43 34-do
n, 2,4 36

182050 2105

Figura 1. Localidades muestreadas en el afio 2001 para detectar la presencia de
P. stewartii en maiz,
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Varacruz

petri con medio de cultivo 523 (Kado, 1980). Con ese fin, se macerd en bufer PBS (pH
7.2) por 10 min una porcién de tejido con sintomas, previamente desinfectado con
hipoclorito de sodio 2] 1% durante 1 min, y el macerado se estrié en las cajas petri, Las
cajas se incubaron durante 48 h a 28°C. Las colonias bacterianas que se desarroliaron
fueron  aisladas, purificadas y sometidas Nuevamente a la prueha de ELISA para
confirmar que se trataba de P, stewartii, En el ciclo 2002 se repitieron los muestreos en
las localidades donde e] aflo anterior se encontraron plantas positivas a p. Stewartii y en
otras que no habian sido muesireadas en 2001. Las muestras de hojas recolectadas se

sometieron al mismo procedimiento de deteccign que en el afio 2001 .
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RESULTADOS v DISCUSION

En el ciclo 2001 se recorrieron 61 localidades en los estados de México, Tlaxcala,
Morelos y Puebla (Figura 1), donde se recolectaron 310 muestras de hojas, de las cuales

133 resultaron positivas g 1g prucba de ELISA (Cuadro I).

Figura 3. Muestra de hoja de mafz (Zea mays L) con lesién alargada v bordes
irregulares, colectada en Altepexi, Puebla, en julio 200

Figura 4. Muestra con sintomas avanzados, colectada en Zinacatepec, Puebla,
en julio 2001.

31



afio 2001,
\Nm
Fecha No.de Altitud Coordenadas Municipio Estado No. muestras
Localidad {msnm) N w Muestras positivas
10-Tul-01 1 2326 19.52839 98.84574 Texcoco México 11 8
27-Iul-01 19 2779 19.29527 99.77718 Zinacantepec México 2 0
27-Jul-01 20 2782 19.2943  99.77632 Zinacantepec  México 2 0
27-Jul-01 21 2810 19.26161 99.74116 Zinacaniepec  México 3 0
27-Jul-01 22 2805 19.26258 99.7398¢ Zinacaniepec  Meéxico 2 0
27-Jul-01 23 2803  19.26108 99.73654 Zinacantepec  México 1 0
27-Jul-01 24 2802 19.26117 99.7357¢ Zinacantepec  México 5 0
27-Jul-01 25 2811 1925474 9973358 Zinacantepec  México 3 0
27-Jul-01 26 2616  19.20069 99.58527 Chapultepec México 3 0
27-Jul-01 27 2641 19.17946 9959494 Calimaya Meéxico 3 0
27-Jul-01 28 2679 19.16914 99.60686 Calimaya México 2 0
Cerca a entrada g
Sn. Antonio Ia :
27-Jul-01 29 2588  19.17265 99.57369 Isla México 2 0
27-Tul-01 30 2326 19.52839 98.84574 Texcoco Meéxico 2 2
Almoloya de México
10-Aug-01 38 2624 19.39209 99.71165 Judrez 3 0
10-Aug-01 39 2647  19.37455 99.70860 Toluca México 1 0
10-Aug-01 40 2645 19.37224 99.70630 Toluca México 2 0
10-Aug-01 41 2492 19.40497 100.08074 México 2 0
10-Aug-01 42 2613 1941664 99.90651 Villa Victoria México 1 0
Ahmoloya de México
10-Aug-01 43 2613 1937 99.80600 Tuarez 1 0
18-Aug-01 52 2262 19.73063 98.96422 Tecamac México 18 9
18-Aug-01 53 2268 1972547 98.95621 Tecamac México 15 6
18-Aug-01 54 2297 19.72451 98.95820 Tecamac Meéxico 9 8
18-Aug-01 55 2270 19.73155 98.97076 Tecamac México 16 15
18-Aug-01 3¢ 2271 19.7688 98.98584 Tecamac México 43 42
18-Aug-01 57 2269 1976859 98.98771 Tecamac Meéxico 11 11
18-Aug-01 58 2243 19.77405 99.03844 Zumpango México 14 4
[8-Aug-01 359 2274 19.7761  99.03442 Zumpango México 4 0
21-Tul-01 2 2656  19.56181 98.57081 Calpulalpan Tlaxcala 1 0
21-Tul-01 3 2693 19.54928 08.57137 Calpulalpan Tlaxcala 2 0
Nanacamilpa de
21-Jul-01 4 2702 19.53906 98.54868 Mariano Arista Tlaxcala 1 0
Nanacamilpa de
21-Tul-01 5 2701 19.53925 98.54843 Mariano Arista Tlaxcala 6 0
Nanacamilpa de
21-hl-01 6 2711 19.52173 98.53179 Mariano Arista  Tlaxcala 2 0
Nanacamilpa de
21-Jul-01 7 2694  19.48078 98.52219 Mariano Arista  Tlaxcala 1 0
Ixtacuixtla de
Mariano

21-Jul-01 10 2245 1932443 98.35814 Matamoros Tlaxcala 1 0
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Cuadro 1. Muestreo para deteccitn de P, stewarss; en el Valle Central de México en el
afio 2001.
No,

Fecha No.de Altitud Coordenadas Municipio Estado Na, muestras
Localidadgmsnm! N W Muestras positivas
Ixtacuixtla de
Mariano

21-Jul-01 11 2254 19.32848 98.35814 Matamoros Tlaxcala 1 0
Ixtacuixtia de
Mariano
21-Jul-01 12 2238 1932626 98.33172 Matamoros Tlaxcala 3 0
21-Jul-01 13 2241 1932165 98.29316 Panotla Tlaxcala 1 0
21-Jul-01 14 2243 19.32258 98.29287 Panotla Tlaxcala 3 0
21-Tl-01 15 2615 19.47000 98.33530 Hueyotlipan Tlaxcala 1 0
21-Jul-01 16 2649 19.49882 98.38961 Hueyoitipan Tlaxcala 3 0
Sanctorum de
21-Jul-01 17 2674 19.50372 98.47024 I 4zaro Cardenas Tlaxcala 1 0
Sanctorum de
21-ul-01 18 2672 19.50435 98.46990 Lizaro Cardenas Tlaxcala 7 0
Sanctorum de
28-Tul-01 31 2756 19.48939 98.48366 Lizaro Cardenas Tlaxcala 10 0
Sanctorum de
28-Tul-01 32 2767 1947428 98.49941 Lazaro Cardenas Tlaxcala 5 0
Sanctorun de
28-Jul-01 33 2788  19.47333 98.49626 Lizaro Cardenas Tlaxcala 4 G
Sanctorum de
28-Iul-01 34 2767  19.4733] 98.50097 Lazarc Cardenas Tlaxcala 17 0
Sanctorum de
28-Jul-01 35 2762 194711 98.50445 Iazaro Cardenas Tlaxcala 3 0
Sanctorum de
28-Inl-01 36 2762 19.47095 98.50445 Lazaro Cardenas Tlaxcala 3 0
Ixtacuixtla de
Mariano
28-Jul-01 37 2231 19.32679 98.36513 Matamoros Tlaxcala 3 0
Ixtacuixtla de
Mariano
25-Aug-01 61 2230  19.30800 98.36786 Matamoros Tlaxcala 5 4
San Matias :
21-Jul-01 8 2435 1938502 98.48025 Tlalancaleca Puebla 1 0
San Matias
21-Jul-01 9 2430 19.35093 98.44421 Tlalancalecy Puebla 1 0
11-Aug-01 44 1172 18.34299 97.25468 Zinacatepec Puebla 9 7
11-Aug-01 45 1179 18.34494 97.25663 Zinacatepec Puebla 4 4
11-Aug-01 46 1186 18.35242 97.26099 Zinacatepec Puebla 2 1
11-Aug-01 47 1207 (83622 97.27237 Altepexi Puebla 2 2
11-Aug-01 48 1226 18.36541 97.27601 Altepexi Puebla 6 4
11-Aug-01 49 1690  18.48200 97.44415 Tehuacan Puebla 1 0
11-Aug-01 50 1452 18.39932 97.35473 Altepexi Puebla 7 2
8 4
4 0

11-Aug-01 51 1373 18.40902 9733121 Altepexi Pucbla
24-Aug-01 60 945 18.68 99.13 Tlaltizapan Morelos
TOTAL 310 133
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En el estado de México s¢ detectaron 105 muesiras positivas, lo cual representa el
58.01% de las muestrag recolectadas, y en el estado de Puebla se detectaron 24 muesiras
positivas, o sea, ¢l 58.53% del total recolectado (Cuadro 2). Estos dos estados
presentaron la mayor incidencia de marchitez bacteriana de [og cuatro estados de log

Valles Centrales que fueron muestreados en 2001,

Cuadro 2, Porcentaje de incidencig de P, stewartii por estado, en el 2001.
Estado No. de muestra No. muestras positivas Porcentaje de incidencia

Meéxico 181 105 58.01%
Morelos 4 0 0.00%
Puebla 41 24 58.53%
Tlaxcala 84 4 4.76%
Total 310 133 42.90%

En el afio 2002 se recorrieron 26 localidades en los estados de México, Hidalgo, Puchla
y Veracruz (Figura 2), donde se recolectaron 159 muestras, de las cuales 125 resultaron
positivas con Ia prueba de ELISA (Cuadro 3). La mayor incidencia de muestras positivas
S¢ encontré en Hidalgo (93.33%), estado que no fue incluido en el muestreo en 2001. En
el estado de México hubo un 86.44% de muestrag positivas y en Puebla, un 68.65%
(Cuadro 4). Los muestreos llevados a cabg ep 2001 y 2002 confirmaron la presencia de

la enfermedad en las localidades de Tecamac y Zumpango (estado de México) y en

enfermedad en el Valle de Toluca (Almoloya de Judrez, Calimaya, Chapuitepec, San
Antonio Ia Isla, Toluca, Villa Victoria Y Zinacantepec) contrariamente a lo reportado por
Fucikovsky e o/ (1972) y Jeffers Y Veldzquez (1997), quienes si encontraron la
enfermedad en esta zona, Tampoco se detects Ia enfermedad en 2001 en Sanctorum de

Lazaro Cérdenas y Panotla (Tlaxcala), San Salvador el Seco ¥ Mazapiltepec de Judrey
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(Puebla), y Perote (Veracruz) en 2002, lo cual contrasta con 1o reportado por Jeffers y
Velazquez en 1997, quienes encontraron que las muestras recolectadas en estos lugares
eran positivas. No obstante, al igual que Jeffers y Velazquez (1997), en este estudio se
detectd la enfermedad en las localidades de Tecamac (Edo. de México) en 2001 y 2002,
Altepexi en 2001, Tehuacén, Ajalpan (Puebla) y Tizayuca (Hidalgo) en 2002.

Cuadro 3. Muestreo para deteccion de P. stewartii en el Valle Ceniral de México en el
afio 2002.

- No.
Fecha No.de Altitad Coordenadas Municipic  Estado No.  Muestras
Localidad (msnm) N w Muestras Positivas
Julio 14, 2002 1 1167  18.34527 9725675 Zinacatepec  Puebla 13 12
Julio 14, 2002 2 1206  18.35834 97.26953 Ajalpan Puebla 9 8
Julio 14, 2002 3 1247 1837171 97.28321 Altepexi Puebla 12 10
Julio 14, 2002 4 1266  18.37615 97.29065 Altepexi Puebla 4 4
Julio 14, 2002 5 1322 18.39055 97.30730 Altepexi Puebla 4 3
Julio 14, 2002 6 1429 18.39202 97.35041 Altepexi Pucbla 6 4
Julio 14, 2002 7 1696 18.48062 97.44202 Tehuacan Puebla 2 0
Julio 14, 2002 8 1718 18.49446 97.46717 Tehuacan Puebla 2 1
San Martin
Julio 14, 2002 9 2240  19.24690 98.37073 Texmelucan Puchla 5 4
Guadalupe
Julio 21, 2002 12 2424 1936193 97.44818 Victoria Puebia 4 0
San Salvador
Julio 21, 2002 13 2374 19.17835 97.61130¢l Seco Puebla 1 0
Mazapiltepec
Julio 21, 2002 14 2385 19.09957 97.66941 de Juarez Puebla 1 0
Mazapiltepec
Julio 21, 2002 15 2443 19.08264 97.681%3 de Judrez Puebla 4 0
Julio 21, 2002 10 2391  19.58617 97.31234 Perote Veracruz 2 0
Julio 21, 2002 11 2398  19.56646 97.26039 Perote Veracruz 1 0
Julio 28, 2002 16 2262 19.73568 98.96006 Tecamac México 2 2
Julio 28, 2002 17 2276 19.73872 98.96736 Tecamac Meéxico 3 3
Julic 28, 2002 18 2257 1973362 98.95959 Tecamac Mexico 3 3
Julio 28, 2002 19 2275 1973325 98.96599 Tecamac México 3 3
Julio 28, 2002 20 2253 19.77671 99.03291 Zumpango Meéxico 1 0
Julio 28, 2002 21 2270 19.78559 99.02509 Zumpango México 3 0
Julio 28, 2002 22 2251 19.77912 99.02469 Zumpango Mexico 25 25
Julio 28, 2002 23 2260 19.77633 99.01097 Zumpango México 2 1
Julio 28, 2002 24 2262 1976801 98.98672 Tecamac Mexico 13 10
Agosto 7y 21, Meéxico
2002 26 2268  19.94500 98.87790 Texcoco 4 4
Julio 28, 2002 25 2284  19.81157 98.97739 Tizayuca Hidalgo 30 28
TOTAL 159 125
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Cuadro 4. Porcentaje de incidencia de P. stewartii por estado, en el 2002.
Estado No. de muestras  No. muestras positivas Porcentaje de incidencia

Hidalgo 30 28 93.33%
México 59 51 86.44%
Puebla 67 46 68.65%
Veracruz 3 0 0.00%
Total 159 125 78.61%

La persistencia de la enfermedad a través de los afios en algunas localidades y su
ausencia en otras, tal vez se deba a el uso por parte de los agricultores de semilla de
variedades resistentes y fluctuaciones en la poblacién del insecto vector C. pulicara,
que, cuando existen condiciones ambientales que favorecen su supervivencia durante el
invierno, contribuye a que se perpetiie el paté geno. Las temperaturas promedio (entre 13
y 22°C) y las precipitaciones promedio (entre 460 y 897 mm) registradas en los ultimos
30 afios durante la etapa de crecimiento del maiz (de mayo a septiembre), asi como las
temperaturas anuales (entre 12 y 25°C) y precipitaciones anuales (entre 522 y 1028 mm)
(Corbett, 1998; Garcia, 1998) en las localidades de los Valles Centrales donde se
realizaron los muestreos en 2001 y 2002, no son factores que limiten el desarrollo de la
enfermedad, pues ésta puede ocurrir en un amplio rango de condiciones ambicntales
(Cuadro, 5). En Estados Unidos, los tnicos lugares donde no se presenta la enfermedad
son aquéllos donde la temperatura media diaria en los meses de diciembre, enero y
febrero es inferior a -3°C en la cual el insecto vector no puede sobrevivir (Stevens, 1934;
Stevens and Haenseler, 1941). Desde el punto de vista epidemioldgico, es
imprescindible que el insecto vector esté presente en e1 ambiente para difundir la
enfermedad a nivel de campo; no obstante, para evitar que la enfermedad se establezca
en zonas todavia libres del patdgeno, también son esenciales las medidas fitosanitarias

que impiden la entrada de semillas infectadas y el uso de genotipos resistentes.
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Cuadro 5. Caracteristicas climatolégicas de las localidades muestreadas en el 2001 y

2002.

Temp. Precip.

No.de  Aiiode Temp, Precip. Prom. Prom
Localidad muestreo  Municipio  Estado de E.C. de E.C. anual anual Descripeion del clima
1 2001 Texcoco Meéxico 16 618 15 772 Templado, subhumedo
26 2002  Texcoco Meéxico 17 619 16 768 Templado, subhumedo
19 2001  Zinacantepec México 13 829 12 1008 Templado, subhumedo
20 2001 Zinacantepec México 13 829 12 1008 Templado, subhumedo
21 2001 Zinacantepec México 13 848 12 1028 Templado, subhumedo
22 2001 Zinacantepec México 13 848 12 1028 Templado, subhumedo
23 2001 Zinacantepee México 13 848 12 1028 Templado, subhumedo
24 2001 Zinacantepec México 13 848 12 1028 Templado, subhumedo
25 2001 Zinacantepec México 13 848 12 1028 Templado, subhumedo
26 2001  Chapultepec México 14 730 13 897 Templado, subhumedo
27 2001  Calimaya Meéxico 14 753 13 921 Templado, subhumedo
28 2001  Calimaya Meéxico 14 770 13 941 Templado, subhumedo
San Antonio la México
29 2001 Isla 14 744 13 908 Templado, subhumedo
30 2001 Texcoco Meéxico 16 618 15 772 Templado, subhumedo
Almoloya de  México
38 2001 Juarez 14 716 13 884 Templado, subhumedo
39 2001 Toluca México 14 729 13 899 Templado, subkumedo
40 2001  Toluca México 14 729 13 899 Templado, subhumedo
41 2001 Meéxico 15 852 14 1020 Templado, subhumedo
42 2001 Villa Victoria México 14 803 13 976 Templado, subhumedo
Almoloya de  Meéxico
43 2001 Juarez 14 708 13 93%  Templado, subhumedo
52 2001 Tecamac México {6 634 15 796  Templado, subhumedo
53 2001 Tecamac Mexico 16 634 15 796 Templado, subhumedo
54 2001 Tecamac México 16 634 15 796 Templado, subhumedo
55 2001 Tecamac México 16 634 15 793 Templado, subhumedo
56 2001  Tecamac México 16 635 15 797 Templado, subhumedo
57 2001 Tecamac Mexico 16 635 15 797 Templado, subhumedo
16 2002 Tecamac México 16 637 15 799  Templado, subhumedo
17 2002 Tecamac México 16 634 15 795  Templado, subhumedo
18 2002 Tecamac México 16 637 15 799 Templado, subhumedo
19 2002  Tecamac México 16 634 15 796 Templado, subhumedo
24 2002 Tecamac México 16 635 15 797 Templado, subhumedo
58 2001  Zumpango México 17 630 15 791 Templado, subhumedo
59 2001 Zumpange — México 17 630 15 791 Templado, subhumedo
20 2002 Zumpange — México 17 631 15 792  Templado, subhumedo
21 2002 Zumpango  México 16 632 15 793 Templado, subhumedo
22 2002 Zumpango ~ México 17 631 15 792 Templado, subhumedo
23 2002 Zumpango ~ México 16 634 15 796  Templado, subhumedo
2 2001  Calpulalpan  Tlaxcala 14 615 13 798  Templado, subhumedo
3 2001  Calpulalpan  Tlaxcala 13 625 13 812 Templado, subhumedo
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Cuadro 5. Caracteristicas climaiold

2002.

gicas de las localidades muestreadas en el 2001 y

No. de

Localidad muestreo

Aiio de

Municipio

Temp. Precip.
Temp. Precip. Prom. Prom
Estado de E.C. de E.C, anual

anual

Descripeién del clima

4

10

11

12
13
14
15
16

17

18

31

32

33

34

35

36

2001

2001

2001

2001

2001

2001

2001
2001
2001
2001
2001

2001

2001

2001

2001

2001

2001

2001

2001

Nanacamilpa
de Mariano
Arista
Nanacamilpa
de Mariano
Arista
Nanacamilpa
de Mariano
Artista
Nanacamilpa
de Mariano
Arista
Ixtacuixtla de
Mariano
Matamoros
Ixtacuixila de
Mariano
Matamoros
Ixtacuixtla de
Mariano
Matamoros
Panotla
Panotla
Hueyotlipan
Hueyotlipan
Sanctorum de
Lizaro
Cardenas
Sanctorum de
Lézaro
Cardenas
Sanctorum de
Lazaro
Cardenas
Sanctorum de
Lizaro
Cardenas
Sanctorum de
Lazaro
Cardenas
Sanctorum de
Lazaro
Cardenas
Sanctorum de
Lazaro
Cardenas
Sanctorum de
Lazaro
Cardenas

Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala

Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala

Tlaxcgla
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala
Tlaxcala

Tlaxcala

14

14

14

13

i6

16

16
16
16
14
14

14

14

14

13

13

13

13

13

608

608

605

624

577

577

573
567
567
565
575

598

598

600

605

605

616

616

616

13

13

13

12

15

15

15
15
15
13
13

13

13

13

12

12

12

12

12

791

791

789

816

745

745

744
738
738
748
758

783

783

784

791

791

807

807

807

‘Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo
Templado, subhumedo
Temmplado, subhumedo
Templado, subhumedo
Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templade, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo

Templado, subhumedo
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Cuadro 5. Caracteristicas climatold

gicas de las localidades muestreadas en cl 2001y

2002,
Temp. Precip.
No.de  Afio de Temp. Precip. Prom. Prom
Localidad muestreo Municipio Estado de E.C. de E.C. anual anual Descripcién del clima
Ixtacuixila de
Mariano
37 2001 Matamoros  Tlaxcala 16 577 15 745 Templado, subhumedo
Ixtacuixtla de
Mariano
61 2001  Matamoros  Tlaxcala 16 578 i6 743 Templado, subhumedo
San Matias
8 2001 Tlalancaleca Puebla 15 575 14 741 Templado, subhumedo
San Matias
9 2001  Tlalancaleca Puebla 16 569 15 734 Templado, subhumedo
44 2001  Zinacatepec  Puchla 22 720 21 886 Arido, calido
45 2001  Zinacatepec  Puebla 22 720 21 886  Arido, calido
46 2001  Zinacatepec  Puehla 21 746 21 921  Arido, calido
1 2002 Zinacatepec  Puebla 22 720 21 886 Arido, calido
47 2001 Altepexi Puebla 21 724 21 892  Arido, calido
48 2001 Altepexi Puebla 21 724 21 892  Arido, calido
49 2001 Tehuacan Puebla 19 494 18 590  Semiarido, templado
50 2001 Altepexi Puebla 20 608 19 749  Arido, calido
51 2001 Altepexi Puebla 20 695 20 857  Arido, calido
3 2002 Altepexi Puebla 21 749 20 925  Arido, calido
4 2002 Altepexi Puebla 21 722 20 890  Arido, calido
5 2002 Altepexi Puebla 21 711 20 879  Arido, calido
6 2002 Altepexi Pucbla 20 608 19 749 Arido, calido
2 2002 Ajalpan Puebla 21 724 21 892 Arido, calido
7 2002  Tehuacan Puebla 19 494 18 590 Semiarido, templado
8 2002  Tehuacan Puebla 19 496 18 594 Semiarido, templado
San Martin
9 2002 Texmelucan Puebla 17 573 16 734 Templado, subhumedo
Guadalupe
12 2002 Victoria Puebla 14 486 13 690  Semiarido, templado
San Salvador
13 2002 el Seco Puebla 15 460 14 582  Templado, subhumedo
Mazapiltepec
14 2002 de Judrez Puebla 13 494 14 613 Templado, subhumedo
Mazapiltepec
15 2002 de Judrez Puebla 14 531 13 658  Templado, subhumedo
60 2001  Tlaltizapan  Morelos 26 897 25 1017 Calido, subhumedo
Veracru
10 2002 Perote Z 13 735 13 1014 Arido, templado
Veracru
11 2002 Perote z 13 751 13 1033 Semiarido, templado
25 2002 Tizayuca Hidalgo 16 641 15 806 Templado, subhumedo

FUENTE: Corbett, 1998 y Garcia 1998.
E.C. = Estacién de crecimiento
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CONCLUSION

Estos resultados indican que la enfermedad esti presente en forma esporadica en

Meéxico, como lo habian reportado otros autores anteriormente,
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CAPITULO 111
REACCIONES DE PATOGENICIDAD EN SEIS GENOTIPOS DE MAIZ DE
CEPAS DE Pantoea stewartii (Smith, 1898) Mergaert et al., 1993,

AISLADAS EN MEXICO
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Carr. México-Texcoco, Chapingo, Edo. de México CP 56230; y Daniel P. Jeffers,
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RESUMEN

Ochenta y dos cepas de Pantoea stewartii (Smith 1898) Mergaert ef al. 1993, agente de
la marchitez bacteriana del maiz, fueron aisladas de hojas de plantas de maiz célectadas
en los estados de México, Tlaxcala e Hidalgo (Valle Central de México). Se inocularon
en dos genotipos de maiz clasificados como resistentes, dos clasificados como
medianamente resistentes y dos como susceptibles a la enfermedad, para determinar su
patogenicidad y su nivel de virulencia, comparados a una cepa de referencia (P. stewartii
29228 de American Type Culture Collection). Las pruebas de patogenicidad se llevaron
a cabo bajo condiciones de invernadero inoculando las tres hojas mas jévenes de las
plantulas 20 dias después de la siembra, utilizando un método de puncién. Doce dias
después de la inoculacién se efectué la evaluacién de los sintomas en las hojas

inoculadas utilizando la escala de evaluacién de 0 a 5. Los resultados muestran que las
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reacciones de patogenicidad de las 82 cepas fueron estadisticamente diferentes en los
seis genotipos. El 100% de las cepas fueron patogénicas en los dos genotipos
susceptibles y en uno resistente, el 98.8% fueron patogénicas en los dos genotipos
medianamente resistentes y el 66.27% fueron patogénicas en un genotipo resistente. Los
valores de virulencia de las 82 cepas llegaron a 3.6 en los genotipos susceptibles, a 2.7
en los genotipos medianamente resistentes y a 1.5 en los genotipos resistentes. Los
valores de virulencia de la cepa de referencia ATCC en comparacion con los valores de
las cepas aisladas en las diferentes localidades del Valle Central de México fueron
menores, pero el patrén de reaccidn de patogenicidad v virulencia fue el mismo. Las
reacciones de patogenicidad de las 82 cepas en los seis genotipos demuestran que existe
poca variabilidad entre las cepas aisladas en las diferentes localidades del Valle Central
de México y se determind que no existe relacién entre la localidad de aislamiento de las
cepas y el nivel de virulencia de cada una.

Palabras claves adicionales: Marchitez bacteriana, patogenicidad, virulencia.

ABSTRACT

Eighty two strains of Pantoea stewartii (Smith 1898) Mergaert et al. 1993, causal agent
of Stewart’s wilt disease in maize, were isolated from maize leaves collected in the
States of Mexico, Tlaxcala, and Hidalgo (Central Highlands of Mexico), These strains
were inoculated into two maize genotypes classified as resistant, two classified as
moderately resistant, and two classified as susceptible to Stewart’s wilt to determine
their pathogenicity and their level of virulence compared to a reference strain (P,
stewartii 29228 from the American Type Culture Collection). The three youngest leaves

of 20-day-old seedlings were inoculated under greenhouse conditions using the pinprick
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method. Twelve days after inoculation, discase symptoms were evatuated using a scale
from 0 to 5. Results showed that the 82 strains gave pathogenicity reactions statistically
different in the six genotypes. One hundred per cent of the strains were pathogenic on
the two susceptible genotypes and a resistant one; 98.8% were pathogenic on the two
moderately resistant genotypes, and 66.27% were pathogenic on the two resistant ones.
On the 0 to 5 scale, the 82 strains reached values of up to 3.6 in the susceptible
genotypes, 2.7 in the moderately resistant genotypes, and 1.5 in the resistant genotypes.
The reference ATCC strain showed lower values but with the same pattern of the
Mexican isolates according to genotype classification. The pathogenicity reactions of the
82 strains show there is litile variability among strains isolated from the different sites. It
also demonstrated there is no correlation between the point of origin of the strain and its
level of virulence.

Additional keywords: Stewart’s wilt, pathogenicity, virulence.

INTRODUCCION

Pantoea stewartii ocasiona la marchitez bacteriana del maiz, considerada de importancia
cuarentenaria en México y otros paises del mundo, se transmite a las plantas por la
semilla o por el insecto vector Chaetocnema pulicaria (Melsheimer) (Block et al.,
1998), aunque la probabilidad de introducir o diseminar la bacteria en dreas donde no
esta presente, por medio de semilla es baja (Michener, 2002).

En Mexico el patdgeno y el vector fueron detectados por primera vez en 1938 (Elliot,
1938) en Orizaba y Jalapa, (Veracruz); posteriormente en 1967 y 1975 fue reportado en
el Valle de Toluca (Cabrales y Fucikovsky, 1975). En un estudio realizado en 1997

también se reporta su presencia en siembras de maiz en Texcoco, México; confirmando
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en 1998 por medio de un muestreo en lo estados de Tlaxcala, México, Veracruz,
Hidalgo, Morelos, Oaxaca, Puebla y Michoacan que la bacteria estaba distribuida en
cuatro localidades de Tlaxcala, tres localidades de Puebla y dos de Hidalgo (Avila ef .,
1999). La pres;ancia de la enfermedad en el Valle Central (estados de México, Hidalgo,
Tlaxcala, Morelos, Puebla y Veracruz) se confirmé en 2001 y 2002 (Valencia-Torres et
al., 2004). Sin embargo, es considerada una enfermedad de distribucion restringida en
México (CABI, 2003). La enfermedad puede .aparecer en diferentes etapas de desarrollo
de la planta de maiz, por lo tanto puede causar la muerte de plantulas o de plantas en
etapas posteriores (Pepper, 1967).

La marchitez bacterial ocurre en dos fases. Una afecta plantas jovenes, las cuales son
infectadas de forma sistémica. Por lo general estas plantas se marchitan rapidamente y
pueden confundirse con sintomas de sequia, deficiencia nutricional o dafios por insectos.
Las hojas presentan lesiones lineales de color verde palido a amarillas con margenes
irregulares u ondulados, paralelas a las venas y se pueden extender a lo largo de la hoja,
estas lesiones se secan rapidamente volviéndose de color café. En ataques severos
pueden presentarse daifios en tallos, caracterizados por cavidades en la médula de los
nudos inferiores. La bacteria coloniza el sistema vascular y puede diseminarse a través la
planta (Claflin, 1999).

La segunda fase y mas comuin de esta enfermedad es un tizén de la hoja, usualmente
visible después de la floracidn. Las lesiones en las hojas son de color verde palido a
amarillo verdoso y desarrollan como lineas a lo largo de las venas, usualmente se
originan desde el sitio de alimentacidn de los vectores primarios de la enfermedad en el
campo. Si la enfermedad es severa las hojas completas pueden morir y secarse

prematuramente quedando expuestas al ataque de hongos en tallo y raiz, sin embargo, la
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fase de tizon de la hojano es tan grave como la fase de infeccion sisternica en plantulas
la cual destruye completamente a estas (Claflin, 1999).

La infeccion sistémica en etapas tempranas de crecimiento (antes de la etapa de la
tercera hoja) puede resultar en la muerte del tallo principal, debido a que el punto de
crecimiento es infectado (Pataky et al., 1996, citado por Michener et al 2003).

Debido a los adecuados niveles de resistencia en los hibrido de maiz de grano dentado se
limita la infeccién sistémica, restringiendo el movimiento de P. stewartii dentro del
xilema de plantas infectadas y aunque se produzcan en Areas donde la marchitez
bacterial es endémica el rendimiento es poco afectado (Braun, 1992).

Las pérdidas de rendimiento en maiz dulce causadas por la marchitez bacterial dependen
de los niveles de resistencia o susceptibilidad de los hibridos y de la etapa de
crecimiento en la cual las plantas son infectadas (Pataky, 2003).

La infeccién sistémica de hibridos de maiz dulce con reaccién de moderada a susceptible
a la marchitez bacterial reduce el peso y tamafio de mazorca y en algunos casos no se
producen mazorcas (Suparyono y Pataky, 1989; citados por Michener ef al 2002).

Se presentan pérdidas del 40% al 100% cuando hibridos de maiz dulce susceptibles
crecen bajo condiciones de epidemia y son infectadas antes de la etapa de la quinta hoja.
El rendimiento es reducido alrededor del 0.8% por cada 1% de incidencia de plintulas
infectadas sistemicamente (Pataky, 2003).

Pataky, 1988 y Suparyono, 1989 determinaron que el rendimiento de hibridos
susceptibles o moderadamente susceptibles es reducido substancialmente cuando las
plantulas son infectadas sistemicamente como resultado de inoculacion o infeccidn
natural antes o aproximadamente en la etapa de la séptima hoja. Si los hibridos son

infectados en la etapa de la séptima a la novena hoja o después, el rendimiento no se
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reduce mucho (Suparyono, 1989). El rendimiento de hibridos resistentes o
moderadamente resistentes no es afectado tan adversamente (menos del 5.6% y entre 5.6
y 11.1% respectivamente) que el rendimiento de hibridos susceptibles (mayor del
13.9%) a pesar de la etapa de crecimiento en la cual las plantas son infectadas,
primeramente porque los hibridos resistentes son infectados sistemicamente con menos
frecuencia que los hibridos susceptibles (Suparyono, 1989 y Pataky, 1988).

El efecto mas importante de la marchitez bacterial es el impacto econdmico en el
comercio de semilla esto‘ debido a las regulaciones fitosanitarias y/o a los costos
adicionales por inspecciones fitosanitarias antes de las exportacién, como sucede en
México que es considerada una enfermedad de importancia cuarentenaria de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-018-FITO-1995 (SAGARPA, 1996), creando costos
indirectos en la produccién de semilla porque los recursos son usados para producir maiz
resistente a la marchitez bacterial y desarrollar hibridos que controlen la enfermedad
eficientemente.

El método de control més efectivo es el uso de hibridos resistentes, por lo que se han
fealizado varios estudios sobre la resistencia a la enfermedad con diferente
germoplasma, sin embargo, no se han encontrado estudios que determinen si existe
alguna diferencia en cuanto a reacciones de patogenicidad entre cepas. Por tanto el
presente trabajo tiene como objetivo determinar si las cepas de P. stewartii aisladas en
las diferentes localidades del Valle Central de México (Valencia-Torres et al., 2004) son
patogenicas; estudiar si existe alguna diferencia de virulencia en seis genotipos de maiz
entre las cepas aisladas, en comparacién con la cepa de referencia 29228 de 2. stewartii

de American Type Culture Collection (ATCC, www.atce.org).
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MATERIALES Y METODOS

Aislamiento.

Durante el 2002 se realizaron recorridos por el Valle Central de México, comprendiendo
los Estados de México, Hidalgo y Puebla, en los cuales se colectaron hojas de maiz con
sintomas similares a los ocasionados por Paniocea stewartii (Valencia-Torres et al.,
2004). Las muestras fueron sometidas a la prueba de inmunoabsorcién enziméatica
(ELISA) (Blakemore, 1999) utilizando los antisueros de AGDIA® y el protocolo
sugerido por la misma compafiia (www.agdia.com). De las muestras que resultaron
positivas se realizaron aislamientos que se conservaron en medio de cultivo 523 hasta

realizar la prueba de patogenicidad.

Genotipos de maiz utilizados.

Para la produccion de plantulas de maiz se utilizaron seis genotipos diferentes (Cuadro
1), de los cuales dos son clasificados como resistentes, dos moderadamente resistentes y
dos susceptibles, de acuerdo a resultados obtenidos en campo bajo inoculaciones
artificiales autorizadas por la DGSV, realizadas por el programa de mejoramiento de

maiz del CIMMYT (Jeffers 2003, comunicacidn personal),

Siembra.
La siembra del maiz se efectud en suelo estéril y en macetas de plastico en invernadero.
Se establecieron tres macetas por genotipo, depositando tres semillas en cada maceta; al

emerger las plantulas se dejo solamente una por maceta y se eliminaron las otras dos.
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Se inocularon 82 cepas de las cuales 43 fueron aisladas en el estado de México, 25 en
Puebla y 14 en Hidalgo, y la cepa de referencia 29228 de P. stewartii de American Type
Culture Collection (ATCC, www.atcc.org) en cada uno de los genotipos y por cada
genotipo dentro de un disefio completamente al azar, con tres repeticiones. Se utilizaron
dos testigos cada uno con los seis genotipos y un lestigo consistié de plantulas sin

inocular y el otro de inoculadas con bufer (PBS).

Cuadro 1. Lineas del programa de mejoramiento de maiz de Valles Altos del CIMMYT,
con diferente nivel de resistencia a P. stewartii, bajo inoculaciones artificiales en campo
(Jeffers 2003, comunicacion personal).

Comportamiento de los
genotipos a la marchitez
Genotipo Pedigree bacterial

1 POB.903 CO MH 135-1-4TL-1-1-6-#-# Resistente

2 POB.903 CO MH 354-1-4TL-1-2-7-#-# Resistente

3 CML-239 Moderadamente resistente
4 POB.902 CO MH 39-1-2TL-1-1-1-#-# Moderadamente resistente
5 CMIL.-242 Susceptible

6 CML-350 Susceptible

Inoculacioén de cepas.

Las plantulas se inocularon 20 dias después de 1a siembra, inoculando solamente las tres
hojas més jévenes, Para realizar la inoculacién, se utilizd el método de puncion descrito
por Blanco, 1977, mediante una pinza metélica en la cual en uno de sus extremos se
colocd una goma con alfileres y en el otro extremo algodén estéril embebido en la
suspension bacteriana (Figura 1). La suspensién bacteriana sc prepar6 en bifer salino

fosfatado (PBS) de pH 7.0 y se midié la concentracién de células en la suspension de
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cada cepa con un espectrofotdmetro a 590 nm, para ajustarla a 1 x 10° Unidades
Formadoras de Colonias (UFC).
La inoculacién consistié en presionar las tres primeras hojas entre las pinzas, de tal

manera que los alfileres ocasionaron una lesidn y por medio del algoddn, previamente

sumergido en la suspension, la bacteria penetré por las heridas (Figura 1).

Figura 1. Pinza metélica con alfileres, algodon y suspension bacteriana (a) lista para
inocular en hojas de mafz. Hojas de maiz con perforaciones causadas por los alfileres
~ (b). Sintomas en desarrollo a partir de las lesiones (c).
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Evaluacién de genotipos inoculados.

Doce dias después de la inoculacion se efectud la evaluacién en las tres hojas inoculadas
utilizando la escala de evaluacién de 0 a 5 descrita pér Blanco para plantas adultas,
1977, adaptada para plantulas de mAximo 5 hojas (Cuadro 2 y Figura 2). Después de la
evaluaciones las plantulas con sintomas fueron llevadas a laboratorio para llevar a cabo
la prueba de ELISA' Y aislamiento y de esta manera cumplir con los postulados de Koch

(Valencia-Torres ef al., 2004},

Cuadro 2. Escala de evaluacion de la reaccion de patogenicidad en plantulas de maiz
inoculadas con P.stewartii (adaptada de Blanco, 1977).

1
0 Ausencia de sintomas
Lesion lineal a artir de la puncion hasta aproximadamente 1 cm.

Lesién lineal a partir de la puncion hasta aproximadamente 3 cm.

1

2

3 Lesi6n lineal a partir de la puncion hasta aproximadamente 5 cm.
4 Lesion lineal a partir de la puncién hasta aproximadamente 10 cm.
5

Iesion lineal a partir de la puncion, més larga de 10 cm. y sintomas sistémicos
hasta muerte de Ja plantula.
Analisis de datos.
Con los resultados de la evaluacién de las 3 hojas de cada una de las 3 repeticiones por
cepa y para cada uno de los genotipos, se realizo un anélisis de varianza (ANOVA) y s¢
hizo una comparacion de medias (Tukey, P<0.05%), las medias de los niveles de
virulencia de cada cepa fueron ordenados en grupos por su significancia. También s¢
realizé por separado este analisis a los datos obtenidos en la evaluacién de la cepa de
referencia para comparar ¢l comportamiento de las cepas aisladas en México y de la
cepa de referencia en los seis genotipos. Se realizd un analisis de correlacion con las
medias de las ccpas para determinar si existe alguna asoclacion entre cepas (SAS

Institute, 1994).
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Figura 2. Grado de sintomas en 1a hoja inoculada, valores de 1 a 5 de acuerdo ala
escala de evaluacién descrita en el cuadro 2.

RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis de varianza que se realizé para determinar el nivel de virulencia de las cepas
de P. stewartii en los seis genotipos mostré que los seis son estadisticamente diferentes,
siendo el genotipo seis el mas susceptible y al genotipo dos el mds resistente, con una
media de 3.625 y 0.24066 respectivamente coincidiendo con lo obtenido por Jeffers,

2003 (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Valores de virulencia en los seis genotipos evaluados con las 82 cepas y con
la cepa de referencia con base ala escala de evaluacién de 0 a 5 (Blanco, 1977).
Media de Grupe  Media (Cepa Grupo

las 82 (Tukey de (Tukey
Genotipo Comportamiento® _cepas =0.05%) referencia) P=0.05 %)

6 Susceptible 3.62500 A 4.3750 A
Moderadamente

3 resistente 2.69158 B 2.3333 B

5 Susceptible 2.59079 C 1.5556 BC
Moderadamente

4 resistente 1.79589 D 1.6670 BC

1 Resistente 1.47688 E 1.1250 BC

2 Resistente 0.24066 F 0.1667 C

* Jeffers, comunicacién personal

En los grupos de cepas con los valores de virulencia mas altos para cada uno de los seis
genotipos se encuentran cepas aisladas tanto en el Estado de México, como en Pucbla e
Hidalgo (Cuadro 4).

Las 82 cepas mas la cepa de referencia evaluadas en el genotipo uno fueron patogénicas
y mostraron valores de virulencia entre 0.1667 y 3.5714, con una distribucién variable
de las cepas en los diferentes valores ya que el 32.5% presentaron un valor entre 2.11'y
3.57, el 18.1% entre 1.71 y 2.00 y cl 16.9% entre 1.12 y 1.33 (Figura 3); del grupo de
cepas que presento el valor mis alto el 74 % fueron aisladas en el Estado de México. En
el genotipo dos el 33.73% de las cepas evaluadas no fueron patogénicas y el 66.27%
fueron patogénicas y mostraror valotes de virulencia entre 0.1111 a 1.0000 (Figura 4);
estos datos comprueban que este genotipo es el mas resistente por presentar um alto

porcentaje de cepas no patogénicas.
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Porcentaje de cepas por valor de vindlencia,

Figura 3. Distribucion dek
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Figura 4. Distribucion de los valores de virulencia de las 82 cepas aisladas en el 2002 mds la cepa de
referencia ATCC en el genotipo 2 de maiz, clasificado como resisitente a P, stewartii.
Letras diferentes indican valores de virulencia estadisticamente diferentes segtin Tukey (P=0.05%).
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En el genotipo tres el 1.2% de las cepas evaluadas no fueron patogénicas y el 98.8%
causaron dafio y mostraron valores de virulencia entre 0.1429 y 4.7778 (Figura 5), en
este genotipo el 59% de las cepas presentd un valor de 3.22 a 4.77 y de estas cepas que
presentaron el valor mas alto el 59.2% fueron aisladas del Estado de México. En el
genotipo cuatro también el 1.2% de las cepas evaluadas no fueron patogénicas y el
98.8% fueron patogénicas y mostraron valores de virulencia entre 0.4286 y 4.1111
(Figura 6), en este genotipo el 34.9% de las cepas cvaluadas present6 un valor entre 2.62
y 4.11 y al igual que en los genotipos anteriores el mayor nimero de cepas de este grupo

(65.5%), fueron aisladas en el Estado de México.
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Figura 5. Distribucion de los valores de virulencia de las 82 cepas aisladas en el 2002 més la cepa de
referencia ATCC en ¢l genotipo 3 de malz, clasificado como moderadamente resisitente a P. stewartii.
Letras diferentes indican valores de virulencia estadisticamente diferentes segin Tukey (P=0.05%)
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Genotipe 4 - Poblacion 902 C0 MH 39
Moderadamente resistente

Porcentaje de cepas por valor de virulencia

Valores de virulencia en la escala de evaluacionde 0 a 5

Figura 6. Distribucion de los valores de virulencia de las 82 cepas aisladas en el 2002 més la cepa de
referencia ATCC en el genotipo 4 de maiz, clasificado como moderadamente resisitente a P. sfewartil.
Letras diferentes indican valores de virulencia estadisticamente diferentes segin Tukey (P=0.05%)

En el genotipo cinco las 82 cepas més la cepa de referencia evaluadas fueron
patogénicas y mostraron valores de virulencia entre 0.6667 y 4.5556 (Figura 7), en este
genotipo el 56.6% de las cepas presentaron. el valor mas alto que fuc de 3.00 a 4.55, de
las cuales el 63.8% fueron aisladas del Estado de México. En el genotipo seis las 82
cepas més la cepa de referencia evaluadas fueron patogénicas y los valores de virulencia
se distribuyeron entre 2.1250 a 4.8333 (gtéfica 6), en este genotipo el 89.2% de las cepas
presentaron el valor més alto que fue de 4.00 a 4.883, de las cuales el 52.7% fueron
aisladas del Estado de México. Como se puede observar para el genotipo tres, cinco y

seis el mayor porcentaje de cepas se concentr6 en los valores mds altos (Figura 5, 7 y 8).
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Parcentaje de cepas por valor de virulencia
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Figura 7. Distribucién de los valores de virulencia de las 82 cepas aisladas en el 2002 mas la cepa de
referencia ATCC en ef genotipo 5 de maiz, clasificado como susceptible a P. stewartil.
Leteas diferentes indican valores de virulencia estadisticamente diferentes segun Tukey {P=0.05%).
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Figura 8. Distribucion de los valores de virulencia de las 82 cepas aisladas en el 2002 més la cepa de
referencia ATCC en el genotipo 6 de malz, clasificade como susceptible a P. stewariil.
Letras difexentes indican valores de virnlencia estadisticamente diferentes segiin Tukey (P=0.05%).
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Las cepas de mayor virulencia, con valores estadisticamente significativos en el
genotipo seis fueron; las cepas 25_19 y 25_15 ambas aisladas en Tizayuca, Hidalgo y la
18 2 de Tecamac, Estado de México; en el genotipo cinco fueron la22 14y22 17 de
Zumpango, 24 7 de Tecamac, Estado de México y la 6_1 de Atepexi, Puebla; en el
genotipo cuatro fue la 25_19 de Tizayuca, Hidalgo; en el genotipo tres fue 1a 26 2 de
Texcoco, Lstado de México; para el genotipo dos fueron la 22 14y 18_3 de Zumpango
y Tecamac, Estado de México, respectivamente y finalmente para el genotipo uno fue la

26_2 al igual que para el tres (Cuadro 4).

Cuadro 4. Cepas de P. stewartii que presentaron mayor virulencia en los seis genotipos
de maiz*,

Genotipo Comportamiento** Cepas*** Media Localidad Estado
1 Resistente 26 2 3.5714 Texcoco México
2 Resistente 22 14 1.0000 Zumpango México
Susceptible 18 3 1.0000 Tecamac México
Moderadamente :
3 resistente 26 2 47778 Texcoco México
Moderadamente
resistente 25 19 41111 Tizayuca Hidalgo
5 Susceptible 24 7 4,5556  Tecamac México
6 1 4.5556  Altepexi Puebla

22 14 4.5556  Zumpango México
22 17 4.5556 Zumpango México

6 Susceptible 25 19 4.8333 Tizayuca Hidalgo
25 15 4,8333 Tizayuca Hidalgo
18 2 47500 Tecamac Meéxico

Cepa de mayor virulencia en los

seis fenotipos 26 2 3.6600 Texcoco
# Clon base al analisis de varianza (Tukey, P<0.05%) estas cepas son fas de mayor virulencia

*# Jeffers, comunicacion personal

*x% B primer digito corresponde la nimero de localidad y el segundo al mimero de muestra

59



Las cepas de menor virulencia, con valores estadisticamente significativos en el
genotipo uno fueron la cepa 1_9 aislada en Zinacatepec, Puebla; para el genotipo dos
fueron la 25 6 y 25 22 ambas aisladas en Tizayuca, Hidalgo y la 2_5 de Ajalpan,
Puebla; para el genotipo tres fue la 1_11 de Zinacatepec, Puebla; para el genotipo cuatro
fue 1a 22 5 de Zumpango, Estado de México y la 1_9 de Zinacatepec, Puebla; para el
genotipo cinco fueron la 1_1 de Zinacatepec, Puebla, la 26_3 y la 18_1 de Texcoco y
Tecamac, Estado de México; para el genotipo seis fueron la 24_14 de Tecamac, Estado

de México yla 1_11 de Zinacatepec, Puebla (Cuadro 5).

Cuadro 5. Cepas de P. stewartii que presentaron menor virulencia en los seis genotipos
de maiz*.

Genotipo Comportamiento**  Cepas*** Media Localidad Estado

1 Resistente 19 0.1667 Zinacatepec Puebla
2 Resistente 25 6 0.1111 Tizayuca Hidalgo
25 0.1111  Ajalpan Puebla
25 22 0.1111  Tizayuca Hidalgo
Moderadamente
3 resistente 111 0.1429 Zinacatepec Pucbla
Moderadamente
4 resistente 22 5 0.6250 Zumpango  México
19 0.4286  Zinacatepec Puebla
5 Susceptible 11 0.7778  Zinacatepec Puebla
26 3 0.7500  Texcoco México-
18 1 0.6667 Tecamac México
6 Susceptible 24 13 2.1667 Tecamac México
1 11 2.1250 Zinacatepec Puebla
Cepa de menor virulencia 22 5 0.9070 Zumpango  México
virulencia en los seis fenotipos 19 0.8333 Zinacatepec Puebla

* Con base al analisis de varianza (Tukey, P<0.05%) estas cepas son las de menor virulencia
*# Jeffers, comunicacidn personal
*#* E| primer digito corresponde la nimero de localidad y el segundo al nimero de muestra
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Los valores de virulencia de la cepa de referencia en comparacién con los valores de las
cepas aisladas en las diferentes localidades del Valle Central de México al inocularse en
los seis genotipos de maiz fueron menores (Cuadro 3 y Figura 9), pero el patrén de
reaccion de patogenicidad y virulencia es el mismo que el obtenido por Jeffers, 2003; es
decir ¢l material clasificado como resistente para las cepas aisladas en México se
comporto como resistente para la cepa de referencia ¢ igualmente los materiales

susceptibles se comportaron de la misma forma.

Pantoea stewartii 29228 ATCC

sugceptible

moderndamente
resistente

modecadam ente

susceptible
tesisicnle ’ i

registente

Velores de virulencia en la sscala ds svalnacion de 02 5

Figura 9. Valores de virulencia que la cepa de referencia de P. stewartii 29228 ATCC
obtevo en fos seis genotipos de maiz utilizados en el experimento.

Al realizar un andlisis de corrclacién entre las 82 cepas més la cepa de referencia se
puede observar que existe una asociacién significativa entre las 82 cepas mas la cepa de
referencia lo que nos confirma que existe poca variabilidad entre las cepas estudiadas en
este trabajo, (Figura 10). Estos resultados nos indican que existe poca variabilidad entre
las cepas utilizadas en este trabajo y esto confirma lo obtenido en otros estudios (Pataky,

2003} en donde E. stewartii en comparacién a otras bacterias parece ser un organismo
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relativamente homogéneo que se ha adaptado para sobrevivir en dos organismos, maiz y
la pulga saltona Chaefocnema pulicaria. Por ocupar estos dos nichos especializados las
poblaciones de E. stewartii han sido seleccionadas por su mayor similitud que otras
especies de Erwinia no especialistas, tales como E. herbicola y E. carotovora, las

cuales son ubicuas en naturaleza y mucho mas diversas fenotipicamente que E. stewartii.

100

80 o e e e e G e

A BRI e . .- R

Porentaje de asociaciones

0.0-0.04 04106 0.61-0.8 >0.8

Nivel de comelacion. (r)

Figura 10. Porcentaje de asociaciones por nivel de correlacién (r) segilin analisis de correlacion
(P=0.05%) (SAS, 1994) entre las 82 cepas aisladas en 2002 mds la cepa de referencia ATCC.

En el analisis para determinar el nivel de virulencia de las cepas evaluadas en los sets
genotipos, las de menor virulencia fueron la 22 5 y 1_9, mientras que la de mayor
virulencia resulto ser la 26 2 aislada en Texcoco, Estado de México (Cuadro 4 y 5). Esto
también nos demuestra que la localidad de aislamiento no es un factor determinante del

nivel de virulencia de las cepas.
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CONCLUSIONES

El 100% de las 82 cepas inoculadas en seis genotipos de maiz de Valles Altos fueron
patogénicas en los dos genotipos susceptibles y en uno resistente, el 98.8% fueron
patogénicas en los dos genotipos moderadamente resistentes y el 66.27% fueron

patogénicas en un genotipo resistente.

Con base al comportamiento de las 82 cepas y de la cepa de referencia en los seis
genotipos se concluye que existe poca variabilidad entre las cepas aisladas en las

dife_rentes localidades del Valle Central de México.

La distribucién de las cepas segiin los valores de virulencia en cada uno de los genotipos
fue poco variable e independiente de la localidad de origen de la cepa, por fanto se
concluye que no existe relacion entre la localidad de aislamiento de las cepas y el nivel

de virulencia de cada una.

El comportamiento de las 82 cepas en los seis genotipos utilizados fue el mismo en

comparacion con la cepa de referencia.

Segun la literatura revisada probablemente este es el primer estudio de virulencia entre

cepas de Pantoea stewartii en México.
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CONCLUSIONES GENERALES

Noemi Valencia-Torres, Meénica Mezzalama, CIMMYT Int., km 45 Carr. México-
Veracruz, Bl Batén, Texcoco, Ldo. de México CP 56130; Santos Gerardo Leyva-Mir,
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CIMMYT Int. Correspondencia: n.valencia@egiar.org

Los resultados indican que ia enfermedad esta presente en forma esporadica en México,

como lo habian reportado oiros autores anteriormente.

El 100% de las 82 cepas inoculadas en seis genotipos de maiz de Valles Altos fueron
patogénicas en los dos genotipos susceptibles y en uno registente, el 98.8% fueron
patogénicas en los dos genotipos moderadamente resistentes Y el 66.27% fucron

patogénicas en uf genotipo resistente.

Con base al comportamiento de las 82 cepas y de la cepa de referencia en los seis
genotipos se concluye que existe poca variabilidad enire las cepas aisladas en las

diferentes localidades del Valle Central de México.

1a distribucién de las cepas segin los valores de virulencia en cada uno de los genotipos
fue poco variable € independiente de la localidad de origen de la cepa, por tanto se
concluye que no existe relacién entre la localidad de aislamiento de las cepas y ¢l nivel

de virulencia de cada una.
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El comportamiento de las 82 cepas en los seis genotipos utilizados fue el mismo en

comparacién con la cepa de referencia.

Seglin la literatura revisada probablemente esie cs el primer estudio de virulencia entre

cepas de Pantoea stewartii en México.

68



